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ABSTRAKT 
Hyaluronan je látka, kterou lze označit jako esenciální pro obratlovce. Je součástí 
extracelulárních matrix ve většině tkání a v některých tkáních tvoří hlavní komponentu. 
Kromě mechanických funkcí je také důležitá pro mnoho biologických procesů, jako je bujení 
nádorových buněk. Předmětem této práce byl vývoj nosičových systémů složených 
z nativního hyaluronanu a hydrofobních léčiv. Pro účely této práce byly místo léčiv využity 
fluorescenční sondy (pyren, prodan, perylen, DPH, merocyanin 540), jejichž prostřednictvím 
byly zkoumány vlastnosti těchto systémů. Systémy byly připravovány lyofilizací. Účinek 
lyofilizace na podporu interakcí byl zkoumán metodou fluorescenční spektrometrie 
(stacionární a časově rozlišené). Stabilita lyofilizovaných systémů byla hodnocena pomocí 
zeta potenciálu, který byl měřen elektroforetickým rozptylem světla. Lyofilizační koláče byly 
analyzovány pomocí několika metod. První byla efluenční plynová analýza spojená s FT-IR 
spektrometrií, kterou byla zkoumána přítomnost tercbutanolu v produktu. Dále byly koláče 
analyzovány skenovací elektronovou mikroskopií, jež poskytla informace o povrchu 
a prvkovém složení materiálu. Výsledky této práce mohou přispět k vývoji léčiv v oblasti 
cílené distribuce. 
SUMMARY 
Hyaluronan is a chemical, which can be qualified as essential for vertebrates. It is a part of 
the extracellular matrix in most of tissues and also a major component of some other tissues. 
Besides of the mechanical functions this compound is important for many biological 
processes such as growth of tumor cells. The objective of this thesis was development of 
carrier systems containing native hyaluronan and hydrophobic drugs. For purposes of this 
work fluorescence probes (pyrene, prodan, perylene, DPH, mereocynine 540) instead of drugs 
were used. By using further mentioned sophisticated methods the properties of these systems 
were studied. The systems were prepared by freeze-drying. The effect of freeze-drying on 
support of interactions was observed by fluorescence spectrometry (steady-state and time-
resolved). The stability of freeze-dried systems was determined by zeta potential, which was 
measured by electrophoretic light scattering. Cakes obtained by freeze-drying were analyzed 
by several methods. First one was effluence gas chromatography connected with FT-IR 
spectrometry. In this method the present of tertiary butyl alcohol in product was observed. 
The cakes were also analyzed by scanning electron microscopy, which can provide the 
information about the surface and elemental constitution of the material. The results of this 
work can shed light on the area of developing of drugs with targeted distribution of active 
compound. 
KLÍČOVÁ SLOVA 
nativní hyaluronan, hydrofobní molekuly, podpora interakcí, cílená distribuce léčiv, 
lyofilizace, fluorescenční spektroskopie, časově rozlišená fluorescence, TCSPC, 
elektroforetický rozptyl světla 
KEYWORDS 
native hyaluronan, hydrophobic molecules, support of interactions, targeting drug-delivery 
system, freeze-drying, fluorescence spectroscopy, time-resolved fluorescence, TCSPC, 
electrophoretic light scattering 
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1 ÚVOD 
V polovině 30. let 20. století byla objevena látka, jež se v následujících letech stala 
předmětem důkladného bádání chemiků. Dlouhou dobu nepřestala překvapovat svými 
vlastnostmi, širokým výskytem a významem v životě člověka. Informace, jež byly za celá 
desetiletí nastřádány, jsou v současnosti využívány v mnoha oborech lidského působení. Nyní 
je to látka známá i široké veřejnosti jako složka v nosních sprejích a kosmetice proti vráskám. 
Vedle toho ale může očním chirurgům usnadnit práci při výměně čočky, lidem s bolestmi 
kloubů zbavit se svých potíží, nebo pacientům po operaci zkrátit dobu na lůžku.  
Kyselina hyaluronová, jak ji nazvali její objevitelé, má totiž v lidském těle mnoho 
důležitých rolí. Často se jedná o role kladné, jako je hydratace pokožky, pohyblivost kloubů, 
nebo dobrá průhlednost a lom očního sklivce. Ale je také důležitou komponentou například 
při růstu nádoru v těle. Obranný systém organismu má několik způsobů, jak vzdorovat bujení 
nádorových buněk (rozpoznání antigenů asociovaných s nádory). Nicméně nádorové buňky 
jsou obdařeny mechanismy, které pomáhají této obraně uniknout. Studium těchto tkání 
ukázalo, že povrch téměř všech typů nádorů je bohatý na receptory CD44 a RHAMM, a ty na 
sebe váží hyaluronan. Imunitní systém pak nádor nepovažuje za hrozbu a nebrání se proti 
němu. Tumor tedy shromažďuje hyaluronan z okolí ke svému povrchu. 
Pro účely léčby nádorových onemocnění byly zkoumány látky, jež narušují proces 
buněčného dělení a buňku tím likvidují – cytostatika. V současné době je již známo poměrně 
široké množství cytostatik, mezi které se řadí například paklitaxel, doxorubicin, cisplatina 
mitomycin C, taxol, atd. Problémem ale zůstává, že tyto pro tělo velmi agresivní chemikálie 
působí i na zdravé buňky. Hlavní výzvou v oblasti léčby rakoviny se proto v posledních letech 
stala cílená distribuce léčiv. A jak už je ve vědě zvykem, i záporné vlastnosti lze využít ve 
svůj prospěch. Nespočet výzkumných týmů proto pracuje na využití hyaluronanu jako nosiče 
cytotoxických látek. Ty jsou tak dopraveny k nádoru, kde mohou působit, aniž by cestou 
zasáhly zdravou tkáň a vedly k celé řadě vedlejších účinků. Zacílit tyto systémy umožňuje 
právě selektivita nádoru vzhledem k hyaluronanu. 
K cílení bylo doposud využito mnoho různých cest s pomocí systémů, jako jsou konjugáty 
[1, 2, 3], liposomy [4], lipidové nanočástice [5], polymerní micely [6, 7], nanočástice [8, 9], 
nebo hydrogely [10]. Většina léčiv je totiž narozdíl od hyaluronanu hydrofobního charakteru. 
Aby bylo možné připravit systémy těchto látek, je nutné přidat pomocné složky, jako jsou 
právě liposomy a podobně. Brownová ale ve svém článku [11] uvádí, že hyaluronan je 
schopen solubilizovat hydrofobní látky a dělat s nimi komplexy bez použití těchto pomocných 
složek. 
Toto tvrzení se stalo impulzem pro předkládanou diplomovou práci. Cílem bylo navrhnout 
a provést experimenty, jež by podpořili interakce mezi nativním hydrofilním hyaluronanem 
a hydrofobními léčivy, a vlastnosti těchto systémů pak dále zkoumat pomocí různých metod. 
Pro tyto účely byly místo léčiv využity fluorescenční sondy (pyren, prodan, perylen, DPH, 
merocyanin 540), jejichž prostřednictvím bylo možné vlastnosti měřit. 
Hyaluronan jako silně hydrofilní látka je schopen kolem sebe vázat vodu, ať už se jedná 
o vlhkost ze vzduchu, vodu v roztoku, nebo jde o molekuly vody organizované v blízkosti 
řetězce. Je to ale také látka, na jejímž řetězci se v pravidelných intervalech vyskytují 
nepolární oblasti (potencionální místa pro interakce s hydrofobními látkami). Nejbližší 
organizovaná voda pravděpodobně brání těmto látkám v navázání se na řetězec. Vzájemné 
interakce byly proto podpořeny metodou lyofilizace. Jedná se o sušící metodu využívající 
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sublimace namísto zvyšování teploty. Pro hyaluronan, jenž je za vyšších teplot náchylný 
k degradaci, je tato metoda velmi šetrná. Byly připraveny systémy s různými molekulovými 
hmotnostmi a koncentracemi hyaluronanu. V přídavném experimentu byly místo hyaluronanu 
využity i jiné polymery, konkrétně alginát sodný a karboxymethylcelulóza. Pomocí 
stacionární a časově rozlišené fluorescenční spektrometrie byl zkoumán účinek lyofilizační 
metody. Stabilita připravených systémů pak byla hodnocena podle hodnoty zeta potenciálu 
měřeného elektroforetickým rozptylem světla. Dále byly lyofilizační koláče analyzovány na 
přítomnost tercbutanolu pomocí efluenční plynové analýzy spojené s FT-IR spektrometrií. Na 
závěr byly koláče analyzovány skenovacím elektronovým mikroskopem, který poskytl 
informace o povrchu a prvkovém složení připraveného materiálu. 
Poznatky, jež byly v této prácí získány mohou přispět k vývoji cílených nosičových 
systémů přímo z nativního hyaluronanu bez nutnosti chemické modifikace nebo pomocných 
látek a omezit tak nežádoucí účinky léčby v oboru onkologie. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Hyaluronan 
Kyselina hyaluronová (ze slovního spojení hyaloid a uronová kyselina), kterou v roce 1934 
izolovali Karl Mayer a John Palmer z hovězího sklivce, se v živých organismech vyskytuje 
převážně ve formě sodné a draselné soli. Častěji se proto používá souhrnný výraz pro kyselou 
formu a hyaluronát – hyaluronan. Už ve třicátých a čtyřicátých letech 20. století byla tato 
látka izolována z mnoha dalších zdrojů, jako je synoviální tekutina, pupeční šňůra, kůže nebo 
kohoutí hřebínky [12, 13, 14, 15]. 
Jedná se o vysokomolekulární lineární biopolysacharid, v jehož struktuře se opakuje 
disacharidová jednotka. Tu tvoří D-glukoronová kyselina a N-acetyl-D-glukosamin (Obr. 1). 
Jednotlivé cukerné kruhy jsou střídavě spojeny -1,3 a -1,4 glykosidickou vazbou. Počet 
monomerů v molekule může přesahovat 10 000 a molekulová hmotnost se tak pohybuje až 
kolem 4 MDa (přibližně 400 Da na disacharidovou jednotku). Délka monomeru je okolo 
1 nm, proto délka řetězce může dosahovat až 10 μm [12, 13, 14, 15]. 
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Obr. 1 Chemická struktura hyaluronanu, glukoronové kyseliny a acetylglukosaminu 
Tuto látku můžeme označit jako esenciální pro obratlovce. Je součástí extracelulárních 
matrix ve většině tkání a v některých tkáních tvoří hlavní komponentu. Pro dobrou lámavost 
oka při zobrazování objektů na sítnici je důležitý index lomu a průhlednost výplně bulvy. To 
beze zbytku hyaluronan splňuje a je proto hlavní součástí sklivce [16]. Je také přítomen 
v kůži, kde plní funkci hydratačního činidla. Viskoelastické vlastnosti jeho roztoku 
napomáhají dobré pohyblivosti kloubů a je součástí i chrupavek. Je přítomný také v raných 
stádiích vývoje embrya a v pupeční šňůře. Má-li vysokou molekulovou hmotnost, je 
výborným lubrikantem (mazadlo) a humektantem (plnidlo k udržení tvaru). Hyaluronan 
s nízkou molekulovou hmotností je naproti tomu spíše regulační molekulou. Výskyt 
v různých tkáních a jejich koncentrace jsou shrnuty v Tab. 1. 
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Tab. 1 Výskyt hyaluronanu v některých tkáních a jeho koncentrace [17] 
tkáň nebo 
tělní tekutina 
koncentrace 
(μg/ml) 
poznámky 
kohoutí hřebínek 7500 
zvířecí tkáň se zdaleka nejvyšším obsahem 
hyaluronanu 
lidská pupeční 
šňůra 
4100 
obsahuje především hyaluronan s relativně vysokou 
molární hmotností 
lidská synoviální 
tekutina 
1400–3600 
objem synoviální tekutiny roste během zánětu, to 
vede k poklesu koncentrace hyaluronanu 
hovězí nosní 
chrupavka 
1200 
často se používá jako model chrupavky 
v experimentálních studiích 
lidský sklivec 140–340 
koncentrace hyaluronanu se zvyšuje během zrání 
této tkáně 
lidská škára 200–500 navržen jako „omlazující“ látka v kosmetice 
lidská pokožka 100 
koncentrace hyaluronanu je mnohem vyšší okolo 
buněk které hyaluronan syntetizují 
králičí mozek 65 
předpokládá se, že hyaluronan snižuje 
pravděpodobnost výskytu nádoru na mozku 
králičí srdce 27 
hyaluronan je hlavní složkou patologické matrix, 
která se vyskytuje v arteii při koronární restenóze 
lidská míza 0,2–50 
nízká molární hmotnost hyaluronanu se vysvětluje 
přednostním příjmem velkých molekul jaterními 
buňkami 
lidská moč 0,1–0,3 moč je důležitým zdrojem hyaluronidáz 
lidské krevní 
sérum 
0,01–0,1 
koncentrace hyaluronanu roste v séru u starších lidí 
stejně jako u pacientů s revmatickou artritidou a 
cirhózou jater 
Mimo to si některé kmeny bakterií (např. Streptococcus nebo Pasteurella) tvoří 
z hyaluronanu kapsuly. Takto syntetizovaný hyaluronan je pro tělo obratlovce k nerozeznání 
od vlastního. To těmto patogenům umožňuje nenápadně napadnout jiné organismy 
a v hostiteli bez zásahu imunitního systému bujet [18]. Protože hyaluronan syntetizovaný 
bakteriemi je stejného charakteru jako lidský, může se průmyslově vyrábět touto cestou. 
Bakteriální kmeny je ale nutné geneticky upravit, aby již neměly patogenní účinky. Lze tak 
připravit hyaluronan o vysoké čistotě, ale obvykle o nižších molekulových hmotnostech. 
Látku s vyšší molekulovou hmotností je možné získat například extrakcí z kohoutích 
hřebínků, v tom případě je naopak vyšší obsah nečistot [17]. 
2.1.1 Struktura v roztoku 
Hyaluronan je silně hygroskopická látka, která je schopná pojmout až tisícinásobek 
hmotnosti vody. Vodný roztok je viskózní a míra viskosity závisí jak na koncentraci roztoku, 
tak na molekulové hmotnosti rozpuštěného hyaluronanu. V roztoku se chová jako polyaniont. 
Vlastnosti prostředí udávají jeho chování. Alkalické pH vede k více flexibilní molekulové 
struktuře. Naopak při nižším pH a vyšší iontové síle roztoku dochází ke kontrakci řetězce 
[19]. 
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Ze sterických důvodů a díky beta konfiguraci glykosidické vazby mohou objemné skupiny 
přecházet do ekvatoriální polohy, čímž na řetězci vzniká polární hydrofilní část. Zatímco malé 
vodíkové atomy zaujímají axiální polohu a druhá část molekuly má nepolární charakter tzv. 
„hydrophobic patch“ (Obr. 2). V důsledku tohoto uspořádání tvoří hyaluronan v roztoku tzv. 
náhodně stočenou stuhu [13]. Vlastnosti vazeb v molekule ale náhodnost vylučují. Řetězec 
hyaluronanu obsahuje hned několik typů vazeb. Vazby v cukerných kruzích jsou kovalentní 
a takřka neměnné, tím udržují tvar cukerných zbytků. Ty jsou pak mezi sebou přes atom 
kyslíku spojeny kovalentní glykosidickou vazbou, která je stabilizována vodíkovými můstky. 
Substituenty, které jsou připojeny z obou stran ke kyslíku, mohou rotovat o 360°. Přestože 
molekulární modelování ukázalo, že kolem této vazby nemají cukerné jednotky úplnou 
svobodu otáčení, je zde několik způsobů konfigurace na každém glykosidickém můstku. 
Vzhledem k množství těchto můstků na celém řetězci se tedy může tato stočená stuha jevit 
jako náhodná, ale není [16]. 
 
Obr. 2 Polární (modré) a nepolární (červené) části na molekule hyaluronanu [13] 
Pomocí nukleární magnetické resonance bylo zjištěno, že každá disacharidová jednotka na 
molekule je pootočena o 180° vzhledem k předchozí i k následující. Po dvou takových 
otočkách (tedy 360°) se monomer vrací do původní orientace. Tato struktura je pak 
označovaná jako dvakrát stočená šroubovice. Hydrofobní a hydrofilní části na řetězci 
hyaluronanu se tedy střídají po stejně dlouhých úsecích. Protože je hyaluronan vysoce 
hydrofilní látka a současně obsahuje i hydrofobní úseky, může se tato molekula zařadit do 
skupiny amfifilních látek [16]. 
 
Obr. 3 Struktura hyaluronanu v roztoku [13] 
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Ve vodném prostředí se hydrofobní části shlukují, aby snížily kontakt s polárním 
rozpouštědlem na minimum. To je označováno jako hydrofobní vázání, přestože 
k chemickým vazbám nedochází. Následkem toho tvoří hyaluronan doménové struktury 
(Obr. 3), které jsou poměrně náročné na prostor a v závislosti na koncentraci se různou měrou 
překrývají. Do těchto domén pak mohou pronikat molekuly jiných látek. Malé molekuly 
(voda, elektrolyty nebo živiny) mohou touto doménou volně difundovat, zatímco například 
proteiny pro svou velikost doména ze svého objemu vypudí. Protože je tato doména 
dynamická a neustále se pohybuje, mění se i velikost prostoru v ní a tím i pravděpodobnost 
průniku různě velkých molekul. Z hlediska statistiky mohou existovat všechny velikosti pórů 
pro difúzi molekul přes doménu, ale každý s jinou pravděpodobností [13]. 
2.1.2 Interakce z hlediska hydrofobních částí na řetězci 
Na řetězci hyaluronanu, jenž se nachází ve formě dvakrát stočené šroubovice, byly 
pozorovány velké hydrofobní regiony střídající se na obou stranách. Tyto oblasti jsou složeny 
asi z osmi CH jednotek. Pomocí počítačových simulací a výpočtů bylo potvrzeno, že takový 
řetězec je v roztoku schopen tvořit duplex. Jedná se o spojení dvou šroubovic na základě 
interakcí mezi „hydrophobic patches“. Pozdější modelování odhalilo, že tento hydrofobní 
kontakt je možný pouze v případě, kdy se v sekundární struktuře nevyskytují vodíkové 
můstky. Jedná se ale spíše o interakce, než o vazbu, protože k chemické vazbě při těchto 
mechanizmech nedochází [19]. 
Tento způsob hydrofobních interakcí se kromě tvorby duplexu uplatňuje i při síťování 
a agregaci hyaluronanu. Síťovat je hyaluronan schopen již při velmi nízkých koncentracích. 
Vysokomolekulární polymer tvoří sítě nekonečné, protože v podstatě každá molekula je 
spojena v roztoku se všemi ostatními. U nízkomolekulárního hyaluronanu naproti tomu 
vznikají ostrůvkovité sítě, jež jsou v roztoku od sebe separované. Na toto chování mají vliv 
i vlastnosti roztoku, ve kterém je hyaluronan rozpuštěn (pH, iontová síla) [16]. 
Interakce tohoto charakteru se uplatňují také při reakcích hyaluronanu s jinými 
molekulami, jako jsou proteiny nebo lipidy [19]. Myšlenka interakcí látek hydrofobního 
charakteru s „hydrophobic patches“ na řetězci hyaluronanu je základním pilířem této práce. 
Tyto oblasti jsou ale obvykle interakcím nedostupné, jsou-li kolem řetězce organizovány 
molekuly vody. Kolem vodného obalu je totiž pro hydrofobní látky obtížné se k řetězci dostat. 
Klíčovým problémem se tedy stalo najít metodu, která je schopná zbavit hyaluronan vodného 
obalu šetrnou cestou, jež nebude degradovat samotný polymer. 
2.1.3 Syntéza a degradace hyaluronanu 
Metabolismus hyaluronanu je velmi dynamický a pro udržení jeho stálé koncentrace ve 
tkáních se syntéza a degradace navzájem vyvažují. U různých buněk může převažovat syntéza 
nebo odbourávání a také se pro jednotlivé buňky liší doba života vzniklé molekuly. Pro 
představu chondrocyty v chrupavkách aktivně syntetizují i katabolizují hyaluronan v průběhu 
celého života tkáně a poločas rozpadu těchto molekul je 2–3 týdny. Naopak poločas rozpadu 
hyaluronanu syntetizovaného keratinocyty v pokožce je méně než jeden den a v krevním 
oběhu dokonce pouhých pár minut. A například buňky ve škáře syntetizují více hyaluronanu, 
než kolik katabolizují [13]. 
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Existují dva různé mechanismy syntézy tohoto polymeru. Prvním způsobem vzniká 
hyaluronan v savčích buňkách a u bakterií rodu Streptococcus, druhý způsob využívají 
bakterie Pasteurella. Hyaluronan je syntetizován specifickými transmembránovými enzymy, 
zvanými hyaluronansyntázy. Tyto enzymy mají na rozdíl od všech ostatních enzymů více 
funkcí [12, 18, 20]. 
Nejprve k syntéze v savčích buňkách a bakteriích Streptococcus (Obr. 4). Zde je 
syntetizován třemi různými hyaluronansyntázami (HAS1, HAS2, HAS3). Většina 
glukosaminoglykanů se syntetizuje v Golgiho aparátu, to ale pro hyaluronan neplatí. Ten je 
syntetizován v plasmatické membráně buňky a při procesu je nutná přítomnost Mg2+ iontů. 
Na redukující konec řetězce jsou střídavě vázány monosacharidové jednotky ze substrátu 
uridindifosfo-glukoronové kyseliny (UDP-GlcA) a uridindifosfo-N-acetylglukosaminu (UDP-
GlcNAc) za uvolnění části UDP. Řetězec tak postupně roste a je vytlačován z plazmatické 
membrány ven do extracelulární matrix. Pro iniciaci není potřeba proteinová „páteř“ ani 
oligosacharidová jednotka jako startér, ale pouhá přítomnost substrátu nukleotid-
monosacharid [12, 18, 20]. 
 
Obr. 4 Schéma syntézy hyaluronanu v plazmatické membráně [18] 
Bakteriální syntéza rodu Pasteurella probíhá mírně odlišným mechanismem. 
Nejzásadnějším rozdílem je, že v tomto případě jsou monosacharidové jednotky ze substrátů 
UDP-GlcA a UDP-GlcNAc střídavě připojovány na neredukující konec řetězce, jak je tomu 
u glukosaminoglykanů zvykem [12, 20]. 
Degradace hyaluronanu probíhá díky třem typům enzymů: hyaluronidáza, β-D-
glukuronidáza a β-N-acetyl-hexosaminidáza. Obecně hyaluronidáza štěpí vysokomolekulární 
hyaluronan na menší olygosacharidy, zatímco zbylé dva enzymy dále degradují vzniklé 
fragmenty odštěpením neredukujícího konce. Tyto produkty degradace se projevují pro-
angiogenními účinky, tedy jsou odpovědné za růst nových cév. Patogenní bakterie produkují 
hyaluronidázu jako způsob zvýšení mobility, a díky tomu lépe migrují v těle hostitele [15]. 
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2.1.4 Receptory pro hyaluronan  
Jak již bylo zmíněno, hyaluronan je hlavní složkou extracelulární matrix většiny tkání, kde 
plní různé funkce a má přímý vliv i na chování buněk. Toto chování je ovlivňováno pomocí 
buněčných receptorů, jež jsou jakýmsi informačním můstkem mezi extracelulární matrix 
a buňkou. Pro hyaluronan existuje hned několik typů receptorů – CD44, RHAMM, TLR-4, 
LYVE-1 nebo TSG-6 [15, 21]. 
Jako hlavní receptor lze označit CD44 (Cluster of differentiation 44), což je 
transmembránový glykoprotein. Je exprimován v mnoha typech buněk, jako jsou leukocyty, 
fibroplasty, keratinocyty, nebo buňky epitelu a endotelu. Vyskytuje se v několika izoformách 
a je pro hyaluronan nespecifický, proto ne všechny izoformy reagují s hyaluronanem a mohou 
se na něj vázat i jiné molekuly. Jeho strukturu tvoří čtyři funkční domény (Obr. 5). Distální 
extracelulární část je zodpovědná za vázání hyaluronanu na receptor. Proximální 
extracelulární část je primárně odpovědná za izoformy CD44. Je to také místo, kde se adují 
glykosaminglykany coby boční řetězce. Navazuje na transmembránovou doménu, což je 
typický jednoprůchodový protein. Čtvrtou částí je cytoplasmatická doména uvnitř buňky. Po 
interakci mezi hyaluronanem a CD44 se spustí signální dráhy, které vedou k celé řadě 
buněčných odpovědí. CD44 se díky tomu podílí na interakcích mezi buňkami a jejich 
agregaci, dále přenáší signál od buňky k matrix a obráceně. Je také odpovědný za degradaci 
hyaluronanu, migraci buněk a angiogenezi [21, 22, 23, 24]. Společně s RHAMM má také 
klíčovou roli v problematice nádorového bujení a metastází, která bude diskutována níže. 
 
Obr. 5 Struktura receptoru CD44 [25] 
Dalším velmi významným receptorem pro hyaluronan je RHAMM (Receptor for 
hyaluronic acid mediated motility). Podobně jako CD44 se vyskytuje v několika izoformách. 
Byl nalezen na povrchu buněk (membránová forma) i v cytoplasmě a jádru buňky 
(intracelulární forma). Pro vazbu s hyaluronanem mu postačuje 9–11 aminokyselin. 
Membránová forma se podílí na pohyblivosti buněk, nebo uspořádání cytoskeletu. Zatímco 
intracelulární RHAMM je propojen s aparátem upravujícím buněčný cyklus a dělení buněk 
[26, 27]. 
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TLR receptory (Toll-like receptors) jsou obecně klíčové pro imunitní systém a slouží 
k rozpoznání produktů mikroorganismů. Jsou exprimovány keratinocyty. Hyaluronan reaguje 
s TLR-4, jehož signální dráha spouští zánětlivý proces. Účastní se aktivace monocytů, 
makrofágů a podílí se na maturaci dendritických buněk. V tkáních je široce rozšířen, 
vyskytuje se například v mozku, srdci, játrech a ledvinách [28, 29]. 
LYVE-1 (Lymph vessel endothelial hyaluronan receptor-1) je receptor exprimovaný 
v endotelu (vrstva buněk, která lemuje vnitřní povrch cév) lymfatických cév. Je také 
exprimovaný určitou částí aktivovaných tkáňových makrofágů a v endotelu jater a sleziny. 
Strukturou je podobný CD44, ale je pro hyaluronan specifický. Zachycuje hyaluronan 
s velkou molekulovou hmotností a podílí se na jeho degradaci. Mimoto reguluje migraci 
buněk v lymfatickém systému a pravděpodobně hraje roli při transportu hyaluronanu přes 
stěny lymfatických cév [30, 31, 32]. 
Posledním zmíněným receptorem je TSG-6 (The product of tumor necrosis factor 
stimulated gene-6). Jedná se o multifunkční protein, který hraje důležitou roli v procesu 
zánětu, při remodelaci tkáně a při artritických potížích. Je exprimován fibroplasty, 
chondrocyty, nebo monocyty. TSG-6 reaguje s celou řadou glykosaminglykanů (hyaluronan, 
heparin, chondroitin sulfát,…). Po navázání hyaluronanu umožňuje jeho síťování, což 
podporuje adhezi bílých krvinek, které se účastní zánětlivého procesu. V chrupavkách může 
zpomalovat tvorbu agregátu hyaluronan-protein, urychlovat disociaci agregátů, nebo 
upravovat funkci dalšího receptoru CD44. Vazba je ale závislá na pH a konkrétní tkáni 
[33, 34]. 
2.1.5 Fragmenty hyaluronanu a jejich funkce 
Hyaluronan je molekula známá pro svoje zapojení v nepřeberném množství fyziologických 
procesů (při vývoji embrya, migraci, adhezi, proliferaci, apoptóze a diferenciaci buněk, při 
zánětech, hojení ran, angiogenezi, zhoubném bujení, k udržování vody a viskoelastických 
vlastností extracelulární matrix). To, ve kterém z těchto procesů se uplatňuje konkrétní 
molekula hyaluronanu, určuje délka jeho řetězce, tedy molekulární hmotnost, a okolnosti, za 
kterých je syntetizován. V závislosti na molekulové hmotnosti totiž reaguje s různými 
receptory a v organizmu se poté spouští odlišné signální dráhy. Vysoko a nízkomolekulární 
hyaluronan mají často zcela opačné buněčné odezvy [14, 35]. 
Jako vysokomolekulární hyaluronan se označují řetězce s molekulovou hmotností přibližně 
od 500 kDa do 2 MDa. Jedná se o jeden z nejdelších polymerů v matrix živočichů vůbec. 
Velké polymerní řetězce hyaluronanu se vyznačují anti-angiogenními účinky, potlačují 
imunitní odezvu a inhibují proliferaci a migraci buněk. Také fungují jako organizér 
extracelulární matrix, výplňový materiál, lubrikant, a absorbér nárazů v kloubech [36, 37, 38]. 
Řetězce s molekulovou hmotností v rozmezí zhruba od 20 do 500 kDa se řadí do skupiny 
nízkomolekulárního hyaluronanu. Mají pro-angiogenní účinky, a iniciují buněčnou proliferaci 
a migraci [36, 37, 38]. 
Oligosacharidy hyaluronanu jsou malé řetězce, jejichž molekulová hmotnost nepřekračuje 
10 kDa (4–40 merů). Patří k nejkratším možným formám tohoto polymeru. V mnoha studiích 
byly popsány jejich vlastnosti a funkce v organismu. Kromě podpory angiogeneze, migrace 
a proliferace buněk mají také unikátní biologické funkce. Například tetramer je schopen 
zabránit apoptóze buňky, jež je vystavena tepelnému stresu nebo nedostatku živin 
[36, 37, 38]. 
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Nelze jednoznačně hovořit o prospěchu hyaluronanu v závislosti na jeho molekulové 
hmotnosti. Pro-angiogenní účinky mohou být v případě hojení ran vítané, ale v souvislosti 
s růstem nádoru a metastází jsou krajně nežádoucí. Nemluvě o tom, že s nádory je obecně 
spojovaný hlavně vysokomolekulární hyaluronan, který však může být u povrchu tumoru 
štěpen na kratší fragmenty a teprve ty následně podporují vznik metastází prostřednictvím 
zmíněných funkcí. 
2.1.6 Aplikace hyaluronanu v lékařství 
Hyaluronan je látkou, která má obrovský potenciál v mnoha odvětvích biomedicíny. Toto 
postavení si získal díky svým unikátním vlastnostem a fyziologickým funkcím. Protože se 
tento biopolymer v těle vyskytuje běžně, je pro organismus léčba s využitím hyaluronanu 
velmi šetrná. 
Není cytotoxický, imunogenní ani teratogenní, naopak je biokompatibilní 
a biodegradabilní. Při degradaci se v těle rozpadá na jednoduché cukry, což jeho atraktivitu 
jen zvyšuje. Účastní se celé řady biologických procesů, jako je angiogeneze, migrace 
a proliferace různých buněčných typů, a má své místo také při zánětlivých procesech, 
v průběhu hojení ran a dalších. A v širokém měřítku se využívá také jeho hydratačních 
a viskoelastických vlastností. 
Využívá se například v oftalmologii, protože je přirozenou součástí očního sklivce. Šedý 
zákal se projevuje ztrátou transparentnosti oční čočky a je-li neléčený, vede až ke slepotě. 
Dosud proti tomuto onemocnění oka nejsou vyhovující léky, a je nutné přistupovat k operaci. 
Při ní se nařízne přední komora oka, zakalená čočka se vymění za umělou a tím se zabrání 
rozvoji šedého zákalu. Tkáně vnitřního prostoru oka, jako je rohovka, se ale při takové 
operaci snadno poraní a špatně se hojí. Z toho důvodu lékaři při operaci injekčně vpravují do 
oka viskózní roztok hyaluronanu, který udržuje operativní prostor oka, chrání křehké tkáně 
a snižuje možnost zranění. Řez do oka je v tomto případě poměrně široký, tomu lze ale 
předejít. Čočku lze sbalit v tenké kapsule, která jí obklopuje, a poté se pomocí ultrazvukových 
vln roztříští. Střepiny čočky se pak z oka vysají a vsune se srolovaná nová čočka, která se až 
v oku rozbalí. Pro tuto techniku postačuje řez kolem 3 mm, ale není vhodné používat 
vysokomolekulární viskózní roztoky hyaluronanu. Těmto podmínkám lépe vyhovuje 
hyaluronan s nižší molekulovou hmotností [39]. Bylo zjištěno, že hyaluronan je obsažen 
i v lidských slzách. Proto se kromě aplikací v oční chirurgii využívá i při takzvaném 
syndromu suchého oka, kdy se přidává do umělých slz, nebo v přípravcích pro péči 
o kontaktní čočky [40]. 
Jeho viskoelasticita je odpovědná za lubrikaci a mechanickou podporu kloubů a chrupavek. 
Osteoartróza je onemocnění kloubů, které postihuje kloubní chrupavky a následně i přilehlé 
struktury. Protože je hyaluronan významnou složkou chrupavek a synoviální tekutiny, 
přirozeně se stal předmětem zájmu lékařů a vědců věnujících se tomuto oboru. Injekční 
vpravování hyaluronanu do chrupavek je pro léčbu osteoartrózy schváleno v mnoha zemích. 
Výsledky studií ukazují, že hyaluronan uvolňuje proteoglykany z extracelulární matrix do 
tkání chrupavky a potlačuje její degradaci. Dále chrání povrch kloubní chrupavky, upravuje 
vlastnosti synoviální tekutiny a snižuje vnímání bolesti při pohybu [14, 41]. 
Díky své vysoké hydrofilitě je tento polymer vhodný pro aplikace, kde je nutná minimální 
buněčná adheze. Vlivem této adheze se v pooperačních ranách, kde přiléhají tkáně k sobě, 
mohou tvořit nežádoucí přemostění, což způsobuje poškození tkání, srůsty a jizvy. Mimoto 
adheze bakteriálních buněk může vyvolat infekci, což je pro pacienta po operaci velmi 
riskantní. Bariéry ze síťovaného hyaluronanu efektivně zabraňují přímému kontaktu tkání 
  
17 
a tím buněčné i bakteriální adhezi [12, 15]. Další uplatnění nachází i při hojení ran 
a popálenin na kůži, nebo při diabetických defektech. Po poranění se hyaluronan v ráně štěpí 
na malé fragmenty, které aktivují imunitní buňky. Současně je hyaluronan v ráně 
i syntetizován a vytváří vlhké prostředí, které pomáhá hojení a množení buněk. Po aplikaci 
přípravku s hyaluronanem polymer vtahuje do rány vodu z jejího okolí a s ní i růstové 
a výživové faktory. Zranění se tak hojí mnohem rychleji, efektivněji a případně bez jizev 
(Obr. 6) [42, 43]. 
 
Obr. 6 Princip hojení rány přípravkem Hyiodine [42] 
2.1.7 Karcinogenní procesy a možnosti využití hyaluronanu 
V současné době se při boji s rakovinou využívá zejména protinádorové chemoterapie. Jde 
o léčbu založenou na vpravování cytostatik do těla. Tyto látky zabraňují buněčnému dělení, 
ale v organismu působí i na zdravé buňky. Rychle se dělící nádorové buňky mají nízkou 
schopnost poškození opravit, a tedy s větší pravděpodobností zahynou. Zdravá buňka má 
schopnost opravit poškození dělícího mechanismu vyšší, a díky tomu je zde velká šance, že 
přežije. Přesto je v těle řada zdravých buněk, pro které je typické rychlé dělení a ty pak při 
chemoterapii zanikají, což způsobuje celou řadu vedlejších účinků. Jedná se například 
o buňky výstelky trávícího traktu, krvetvorné buňky kostní dřeně nebo buňky vlasových 
váčků. Některé vedlejší účinky se mohou dostavit bezprostředně po léčbě (nevolnost, 
zvracení, ztráta vlasů a ochlupení, snížení hladiny bílých krvinek atd.), jiné se projeví později 
nebo mají trvalý charakter (poškození jater, sterilita atd.) [44]. Klíčový problém chemoterapie 
je právě nespecifická distribuce léčiva, nízká koncentrace léčiva v oblasti nádoru a systémová 
toxicita. Novou cestu v posledních letech poskytla takzvaná cílená distribuce léčiv, jejímž 
cílem je tyto problémy obejít, aktivní látku dopravit ve vysoké koncentraci přímo k nádoru 
a předejít tak systémové toxicitě [11]. 
Systém k cílené distribuci je složen z léčiva, jež je slabě vázáno k makromolekulárnímu 
nosiči. Ten dopraví léčivo na místo, kde může po uvolnění cíleně působit. Pro aktivní 
působení je nutné vybrat nosič, jenž umí specificky reagovat s postiženým místem na základě 
různých faktorů. Může se jednat o interakce s receptory. Zároveň je třeba zajistit, aby se 
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léčivo ze systému uvolnilo v oblasti, kde je žádané. Je proto nutné znát fyziologii člověka 
a jeho zdravé i postižené tkáně. Na základě rozdílných fyzikálních a chemických vlastností 
lze poté připravit nosič s léčivem spojené takovou vazbou, jež je citlivá například na změnu 
pH, teploty apod. Dalším důležitým faktorem je vyvinout takový systém, jenž bude v těle 
cirkulovat dostatečně dlouho bez degradace nebo vyloučení z organismu. Jedině tak bude mít 
dostatek času na to, aby se dostal do postižené oblasti a aktivně působil. V ideálním případě 
se po zacílení systému léčivo uvolňuje postupně (nikoli nárazově), aby bylo možné snížit 
frekvenci dávkování na nutné minimum. Mimoto je to také důležité z důvodu toxicity 
používaných léčiv, která může při nárazovém uvolnění veškerého léčiva zasáhnout i přilehlé 
zdravé tkáně. Vzhledem k velkému množství faktorů jsou tyto systémy předmětem neustálého 
zkoumání a vývoje [45]. 
Hyaluronan se pro účely léčby karcinomu jeví jako slibný kandidát. Přes spoustu 
výhodných vlastností, jež byly vyjmenovány v úvodu kapitoly 2.1.6, má totiž jednu 
nespornou výhodu. Tou je interakce s receptory CD44 a RHAM, které jsou tumorovými 
buňkami exprimovány ve velkém množství. Histologií různých nádorových tkání bylo 
zjištěno, že extracelulární matrix v okolí nádoru je bohaté na hyaluronan. Vazba hyaluronanu 
s CD44 a RHAMM receptorem na tumorových buňkách umožňuje nádorům růst a hraje 
klíčovou roli v jejich migraci. Hyaluronan může podporovat růst nádoru díky proliferaci 
a umožňuje vznik metastází zvýšením adheze a migrace nádorových buněk. Také pomáhá 
nádor chránit před imunitním systémem [14, 46, 47]. Lze říci, že cílený nosičový systém 
s hyaluronanem má podobnou funkci jako Trojský kůň. Nádorové buňky ho k sobě v dobré 
víře vážou, zatímco on po interakci s receptory uvolní cytotoxickou látku, jež buňky zahubí. 
Jednou z látek, která je schopná přivodit buněčnou smrt je taxol. Luo a spol. [1] navázali 
toto cytostatikum kovalentně přes slabou esterovou vazbu s hyaluronanem a tento konjugát 
poté zkoumali in vitro. Zjistili, že toxicita konjugátu se projevila až při uvolnění taxolu po 
rozštěpení esterové vazby. Vazba se rozštěpila po navázání konjugátu přes hyaluronan na 
receptor CD44, který tumorové buňky exprimovaly ve větším množství než zdravá tkáň. Díky 
tomu léčivo ztrácí svoji systémovou toxicitu a stává se toxickým jen v místě nádoru. 
Peer a spol. [4] pracovali s jiným léčivem – mytomycinem C. Vytvořili konjugát 
s hyaluronanem a liposomy a efekty léčby porovnávali s účinky samotného mytomycinu C. 
Došli k závěru, že konjugát je schopen déle cirkulovat v těle a akumulace v nádoru byla více 
než pětinásobná v porovnání se samostatným mytomycinem C. Díky tomu se rychlost růstu 
karcinomu znatelně zpomalila. 
Další velmi účinnou látkou v oblasti léčby rakoviny je cisplatina. Cai a spol. ve svých 
článcích [2, 3] popisují účinky konjugátu s hyaluronanem na rakovinu prsu. Díky kombinaci 
s tímto biopolymerem významně snížili systémovou toxicitu, zvýšili koncentraci cisplatiny 
přímo v nádoru a tím bylo léčivo organismem lépe snášeno. 
V další práci [9] Cai a spol. vytvořili nanokonjugát hyaluronanu tentokrát 
s doxorubicinem. Jedná se o cytostatikum často využívané proti rakovině prsu, ale i dalším 
druhům tumoru. Zjistili, že díky inhibici růstu rakoviny se výrazně zvýšilo procento přežití 
zkoumaných objektů. Mimoto pozorovali zvýšenou koncentraci léčiva v tumorové tkáni 
a prodloužení cirkulace systému v krevním oběhu, což umožňuje snížení frekvence 
dávkování. Využití doxorubicinu se věnovali také Upadhyay a spol. [6, 7]. Zaznamenali 
cirkulaci v organismu kolem deseti dní a dále pozorovali obdobné účinky konjugátu, jež byly 
zmíněny výše u jiných cytostatik. 
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Velmi často využívané léčivo je paklitaxel. Toto činidlo silně působí proti mitóze buněk. 
Al-Ghananeem a spol. [8] jej rozptýlili v nanočásticích síťovaného hyaluronanu. In vitro 
studie ukázaly, že méně než 75 % buněk rakoviny prsu je životaschopných. Po aplikaci 
systému in vivo se výrazně zpomalil růst nádoru a ve dvou případech dokonce došlo k trvalé 
redukci jeho velikosti. Toxicita tohoto systému byla ovšem stejná, jako u samostatného 
paklitaxelu, proto bylo nutné jej injekčně aplikovat přímo do tumoru. Bajaj a spol. [10] pro 
transport paklitaxelu využili hydrogelu z hyaluronanu. Ten cirkuloval in vivo kolem 14 dní 
a byl postupně degradován hyaluronidásami. Objekty léčené přímo paklitaxelem ztrácely na 
váze vlivem jeho toxicity, zatímco objekty léčené systémem s hyaluronanem nikoliv. Yang 
a spol. [5] připravili lipidové nanonosiče s paklitaxelem, jejichž povrch obalili hyaluronanem. 
Pro přípravu využili elektrostatického vázání, které je jednoduché a kontrolovatelné. Výhodou 
tohoto léčiva bylo velké množství vázaného léčiva, jeho kontrolované uvolňování a aktivní 
cílení. Mimo to se také prodloužila doba cirkulace v krevním oběhu a zvýšila akumulace 
léčiva v tumoru. 
Cílená distribuce léčiv tedy umožňuje redukovat vedlejší účinky běžné léčby karcinomu, 
ale také snižovat koncentraci aktivní látky a frekvenci dávkování, což je pro pacienta mnohem 
šetrnější a pohodlnější. 
2.2 Lyofilizace 
Lyofilizace, neboli sušení mrazem (freeze-drying), je metoda, která se využívá k šetrnému 
sušení a současně zvyšování stability různých produktů. Je široce uplatňována ve farmacii 
a biotechnologickém průmyslu při práci s viry, vakcínami, proteiny, peptidy, nebo koloidními 
nosiči. Tato metoda je relativně pomalá a poměrně drahá, proto se používá především pro 
produkty, jež mají velký význam z hlediska jejich následného využití, nebo v případech, kdy 
jsou produkty citlivé na teplo a není možné je sušit jinými metodami [48, 49]. 
Žádané přísady jsou převedeny do roztoku (obvykle vodného nebo s ko-rozpouštědlem) 
v lyofilizační nádobě a ten je poté zmražen. Vzorek je připojen k lyofilizátoru a za velmi 
nízkého tlaku se mu postupně zvyšuje teplota. Po odsublimování rozpouštědla vznikne 
porézní koláč s velmi nízkým obsahem vlhkosti. Takto upravený produkt může být 
uchováván po velmi dlouhou dobu bez fyzikálních a chemických změn, případně degradací 
[49]. 
V této práci se vychází z předpokladu, že hyaluronan je v roztoku obklopen ochrannou 
vrstvou vody (pravděpodobně organizované), která brání průchodu hydrofobní látky do 
domény. Z tohoto důvodu je nutné odstranit ze vzorku co největší množství vody. Aby byl 
tento proces účinnější a zároveň šetrnější, volí se suchá cesta. 
2.2.1 Proces lyofilizace 
Celý proces lyofilizace je možné rozdělit do tří dílčích kroků – mrazení, primární sušení 
(sublimace ledu) a sekundární sušení (desorpce absorbované vody). 
Během prvního kroku je kapalný roztok ochlazován. V průběhu ochlazování se nejprve 
tvoří krystaly čisté vody, což vede ke zvyšování koncentrace do daného okamžiku 
nezmrazeného roztoku. Zvyšuje se také viskozita vzorku a nakonec směs tuhne v celém 
objemu. Může být amorfního, krystalického, nebo kombinovaného charakteru. Přesto ve 
vzorku zůstane velmi malé procento molekul vody, jež nezmrznou, označované jako vázaná 
nebo absorbovaná voda [48]. Udává se, že množství rozpouštědla, jež v tomto kroku zamrzne 
je v rozmezí 65–90 % [50]. Tento proces bývá znázorňován ve fázových diagramech 
(závislost teploty na koncentraci), kdy se koncentrace zvyšuje do dosažení teploty skelného 
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přechodu. Poté se již koncentrace nemění. Zamrazování vzorku tak musí probíhat nejlépe pod 
tuto teplotu, aby bylo kompletní. Dostane-li se teplota nad tuto hranici, led začne tát, což vede 
k výraznému snížení viskozity a k nevratnému poškození vzorku [51]. 
Vzorky lze zmrazit různými metodami, například pomocí kapalného dusíku, v mrazících 
boxech, nebo umístěním lyonádob se vzorkem na předchlazené police v přístroji. Každá 
z metod poskytuje různý mrazící efekt. Pro představu, jsou-li vzorky zmrazeny pomocí 
tekutého dusíku, dochází ke zmrznutí roztoku velmi rychle a vzniká tak velké množství 
menších krystalků, jež mají větší výsledný povrch. To vede k efektivnějšímu vysoušení 
a stabilnějším produktům lyofilizace, ale primární sušení trvá déle. Naopak při pomalém 
mrazení vznikají velké krystaly a při sublimaci tak mají páry snadnější cestu. Druhý krok 
lyofilizace je potom rychlejší. Porozita a specifický povrch lyofilizačního koláče tedy výrazně 
závisí na způsobu vymrazování [50, 52]. 
Druhým krokem je tzv. primární sušení. Tato fáze lyofilizace je časově nejnáročnější. 
V principu se jedná o sublimaci krystalků ze zmrzlého produktu za sníženého tlaku. Tlak 
musí být natolik nízký, aby při zvyšování teploty ve vzorku nedocházelo k tání, ale 
k přechodu z pevné fáze přímo do plynné. Teplo je vedeno z okolí (případně vyhřívaných 
polic) ke zmrzlému vzorku. Vzniklé páry prochází sušenou částí produktu na povrch a dále 
pokračují komorou přístroje na kondenzátor, kde opět zamrzají na jeho stěnách. V lyonádobě 
tak vzniká porézní koláč, jehož póry odpovídají místům, která byla obsazena zmrzlými 
krystaly [48]. 
 
Obr. 7 Fázový diagram vody s naznačenou lyofilizační cestou 
V závěrečné fázi dochází k sekundárnímu sušení, při kterém je ze vzorku odstraněna 
vázaná, neboli absorbovaná voda, která během zamrazování nebyla oddělena ve formě ledu 
a tedy následně neodsublimovala. Tato voda může být absorbovaná na povrchu krystalického 
produktu, nebo uvnitř struktury ve formě hydrátu. K sekundárnímu sušení dochází lokálně až 
poté, co je odstraněn zmrzlý led. Obvykle je žádoucí, aby v produktu bylo méně než 1 % 
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vlhkosti, záleží ale na materiálu, jež je lyofilizován. Princip lyofilizace je naznačen na 
fázovém diagramu vody na Obr. 7 [48]. 
Jak již bylo zmíněno, tato metoda je velmi náročná jak na čas, tak na energii, proto je 
důležitá snaha pro optimalizaci podmínek, aby bylo možné pracovat co nejekonomičtěji. Pro 
primární a sekundární sušení bylo vypracováno několik prací, jež se zaměřují na matematické 
modelování a popis dynamického chování. Nejdůležitějšími parametry, které jsou 
bilancovány, jsou přenos tepla a hmoty [53, 54]. 
2.2.2 Instrumentace lyofilizace 
Lyofilizátor je tvořen sušící komorou, ve které jsou umístěny police pro nádoby se vzorky. 
U těchto polic bývá obvykle možné nastavení teplot, při kterých sušení probíhá a jsou 
opatřeny i teplotními čidly pro lepší monitorování. Je tedy možné dle potřeby vzorek udržovat 
při dané teplotě, nebo ho zahřívat. 
Na sušící komoru navazuje komora s kondenzátorem, do kterého jsou přiváděny páry 
uvolněné ze vzorků. Kondenzátor je udržován při velmi nízkých teplotách, daných 
nastavením a limity konkrétního přístroje (i méně než −100 °C). 
Nedílnou součástí lyofilizátoru je série vakuových pump a kompresoru, jež vytvářejí 
v celém prostoru (sušící komora i kondenzátor) podtlak. Podle druhu vakuové pumpy je 
možné dosáhnout různě silného vakua. Často se jedná o rotační vakuové pumpy, jež dosahují 
podtlaku v rozmezí 4–40 Pa [48, 50]. 
2.2.3 Využití ko-rozpouštědla 
Ideální lyofilizační medium má vysoký tlak nasycených par, bod tání okolo pokojové 
teploty, vyšší viskozitu a nízkou toxicitu. Rozpouštědla s vysokým tlakem nasycených par 
rychleji sublimují, díky čemuž se při primárním sušení teplota drží pod teplotou kolapsu 
a výsledný koláč je tak stabilnější. Vysoká viskozita média zabraňuje kolapsu nebo 
krystalizaci rozpuštěných látek zpomalením viskózních toků při tvorbě koláče. Díky těmto 
vlastnostem tedy média poskytují stabilní prostředí pro sušení mrazem a proces je tak 
rychlejší, kompletnější a poskytuje kvalitní lyofilizační koláč. Čistý terc-butanol (TBA) tyto 
podmínky splňuje a je tak vhodným médiem pro lyofilizaci. Srovnání uvedených vlastností 
pro vodu a TBA je uvedeno v Tab. 2 [55, 56, 57]. 
Tab. 2 Fyzikální vlastnosti vody a terc-butanolu [55] 
rozpouštědlo bod tání (°C) 
tlak nasycených par 
(mmHg) 25 °C 
viskozita (mPa·s) 
25 °C 
voda 0 23,78 1,00 
terc-butanol 25 41,25 3,62 
TBA tvoří jehlicovité krystaly, které jsou ve vzorku volně uloženy. Díky takovým 
krystalům vzniklé páry při sublimaci snáze opouštějí koláč, který je pak méně náchylný ke 
kolapsu a má větší specifický povrch. Sublimace čistého TBA je více než 2,5 krát rychlejší, 
přesto je TBA při lyofilizaci v čistém stavu užíván jen výjimečně. Mnohem častěji se TBA 
využívá ve směsi s vodou jako ko-rozpouštědlo. Bylo pozorováno, že s vyšším obsahem TBA 
ve směsi s vodou se zvyšuje kvalita a uniformita koláče. Mimo to může TBA upravovat  
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rozpustnost látek, jež mají být sušeny mrazem [55, 56, 57]. Ne vždy je však možné pracovat  
s čistým TBA a poměr těchto rozpouštědel je tak dán konkrétním experimentem. Pro tuto 
práci byla jako směs rozpouštědel vybrána voda a terc-butanol v poměru 4:1. Obr. 8 
znázorňuje fázový diagram této binární směsi. 
 
Obr. 8 Fázový diagram systému voda-tercbutanol [58] 
2.3 Fluorescenční spektrometrie 
Přirozeně se molekuly vyskytují ve stavu s co nejnižší energií a jsou-li z tohoto stavu 
vyrušeny, snaží se do něj vrátit různými procesy. Dodání energie je provázeno přechody 
elektronů v molekulových orbitalech. Energii lze molekule v základním stavu dodat různými 
způsoby: pomocí světla, tepla, mechanickou energií, elektrickým proudem atd. Je-li molekula 
excitována světelnou energií, označujeme deexcitační jev jako fotoluminiscenci. Ta se dělí na 
fluorescenci a fosforescenci v závislosti na charakteru excitovaného stavu. 
Excitované stavy jsou dvojího typu. V singletovém stavu mají elektrony opačný spin, proto 
je přechod do tohoto stavu spinově dovolený a více pravděpodobný. Tripletový stav je naopak 
typický tím, že oba elektrony mají shodný spin. Jedná se o zakázané přechody, které jsou 
méně pravděpodobné a poskytují pásy s nižší intenzitou. 
Aby byla molekula schopná absorpce světla, je nutné, aby v její struktuře byl atom, nebo 
skupina atomů, které označujeme jako chromofory. Typickým chromoforem je konjugovaný 
π-systém [59]. 
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2.3.1 Jabłońskiho diagram 
Procesy, které se v molekule v těchto případech odehrávají, se obvykle znázorňují pomocí 
Jabłońskiho diagramu (Obr. 10). Každý elektronový orbital, základní (S0) i excitované (S1, S2, 
T1), má několik vibračních podhladin (S0
1
, S0
2
, S0
3,…), na kterých může elektron existovat. 
V molekule, která absorbuje kvantum světelné energie, dojde k přechodu elektronu ze 
základního stavu S0
0
 na vibrační hladinu excitovaného stavu S1
X
 vyžadující minimální 
prostorové změny (Obr. 9). Je to způsobeno tím, že rychlost absorpce se pohybuje kolem 
10
−15
 sekund, což je příliš krátká doba pro významné změny v jádře. Tyto preference 
vibračních stavů nazýváme Franck-Condonův princip. 
 
Obr. 9 Princip preference excitace do vibračních hladin [60] 
Takto excitovaný elektron má pak poměrně širokou škálu možností, jak se zachovat. Po 
excitaci na jednu z vibračních hladin obvykle dochází k vibrační relaxaci na nejnižší vibrační 
hladinu excitovaného stavu. Rychlost tohoto přechodu se pohybuje v rozmezí 10−12–10−10 
sekund. Je-li ve vyšším excitovaném stavu než S1, následuje vnitřní konverze. Elektron 
přechází mezi překrývajícími se vibračními hladinami jednotlivých excitačních stavů (např. 
z excitovaného stavu S2
0
 do stavu S1
X) bez toho, aby se výrazně změnila jeho energie. Jedná 
se o velmi rychlý proces (10−12–10−9 sekund). Podobným mechanismem funguje 
i mezisystémový přechod. Tímto procesem se elektron dostane na tripletovou hladinu. 
Mezisystémový přechod zahrnuje i změnu spinu a proto trvá déle než předchozí dva procesy 
(10
−8
 sekund). Všechny tyto přechody jsou nezářivé, a tedy při nich nedochází k emisi záření 
(v diagramu jsou znázorněny vlnovkou nebo přerušovanou šipkou). 
U zářivých procesů (v diagramu znázorněny plnou šipkou) systém emituje světlo 
o konkrétní vlnové délce, která je pro daný systém charakteristická. Fosforescence nastává při 
deexcitaci elektronu z tripletové hladiny T1
0
 na některou z vibračních hladin základního stavu 
S0
X
. V porovnání s fluorescencí je to pomalejší proces, který trvá řádově 10−4–102 sekund. 
Delší doba dosvitu je způsobena tím, že elektron musí dvakrát změnit svůj spin. Nejprve při 
mezisystémovém přechodu z S1
0
 do T1
X
 a podruhé při samotné deexcitaci. Tyto mechanismy 
proces značně zpomalí a kvůli menšímu energetickému rozdílu obou hladin má emitované 
světlo vyšší vlnovou délku, než v případě fluorescence. 
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Fluorescence je jev častější, kdy elektron přechází z nejnižší vibrační podhladiny S1
0
 do 
základního stavu S0
X
 za emise fotonu s kratší vlnovou délkou. Protože antiparalelnímu spinu 
elektronu v excitovaném stavu nic nebrání v přechodu do základního orbitalu, fluorescence 
trvá obvykle kolem 1010–107 sekund. Oba tyto zářivé procesy lze pozorovat jen tehdy, 
jsou-li účinnějším prostředkem snížení energie systému [59, 60]. 
 
Obr. 10 Jabłońskiho diagram 
2.3.2 Charakteristiky fluorescence 
Pro fluorescenci je typických několik pravidel a zákonů, kterými se řídí. Ty vychází 
z podstaty procesů, které v systému probíhají a byly popsány výše. Prvním z nich je Stokesův 
zákon. Při fotoluminiscenci je vlnová délka emitovaného záření větší nebo rovna vlnové délce 
excitačního světla. V praxi to znamená, že excitační světlo po absorpci molekulou ztratí část 
své energie, čímž se prodlouží vlnová délka světla emitovaného při deexcitaci. Je to 
způsobeno tím, že molekula je obvykle excitována do vyšších vibračních hladin a energie se 
sníží právě nezářivými procesy. Graficky je tento zákon znázorněn na Obr. 11 a rozdíl mezi 
maximy absorpčního a emisního spektra (míra snížení energie) se nazývá Stokesův posun. 
Na tomto obrázku je také vidět jedna z charakteristik fluorescence. Excitační a emisní 
spektra bývají často zrcadlově otočená. Tak tomu bývá v případě, jestliže absorbuje stejná 
část molekuly, která je zároveň odpovědná za emisi. U složitějších molekul nejsou skeny 
přesným zrcadlovým obrazem, ale jsou více či méně odlišné. To je způsobeno mnoha 
procesy, které na molekule v průběhu absorpce a emise probíhají. Dále na to může mít vliv 
pH, nebo koncentrace (při vyšších koncentracích mohou vnikat komplexy fluoroforů). 
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Obr. 11  Normalizovaná absorpční a emisní spektra antracenu v acetonu 
Druhou důležitou vlastnost fluorescence popisuje Kashův zákon, podle kterého je tvar 
získaných emisních spekter nezávislý na excitační vlnové délce, protože fluorescenční 
přechod nastává z nejnižší hladiny prvního excitovaného stavu S1
0. I toto souvisí s tím, že 
před emisí fluorescenčního kvanta dochází k vibrační relaxaci a vnitřní konverzi, jež jsou pro 
systém výhodnějším způsobem snížení energie a proti fluorescenci jsou rychlejší. Vavilovo 
pravidlo říká, že kvantový výtěžek a doba života excitovaného stavu nezávisí na vlnové délce 
excitačního záření. Toto pravidlo je obdobou Kashova a oba výroky úzce souvisí i se 
Stokesovým zákonem [59, 60]. 
Kvantový výtěžek a doba života excitovaného stavu jsou jedny z nejdůležitějších údajů pro 
fluorofory. Kvantový výtěžek ΦF je frakce excitovaných molekul, které se vrátí do základního 
stavu za emise fotonů. Jinými slovy je to podíl intenzity fluorescence IF a intenzity 
absorbovaného světla IA. Jeho hodnota je vždy nižší než jedna díky Stokesovu zákonu, 
nicméně čím více se blíží jedné, tím jasnější je emise daného fluoroforu. Lze ho vyjádřit také 
pomocí rychlostních konstant 
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kde kF udává rychlostní konstantu fluorescence a pod zlomkem je suma všech rychlostních 
konstant procesů, které v systému proběhnou ki (fluorescence i nezářivých procesů). 
Doba života τ fluorescence udává průměrný čas, který molekula stráví v excitovaném 
stavu, než se vrátí do základního stavu. Je závislá na interakcích probíhajících mezi 
fluoroforem a jeho prostředím a vyjadřujeme ji vztahem 
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2.3.3 Instrumentace steady-state fluorescenční spektroskopie 
Fluorescenční spektrum je distribuce intenzit vlnových délek emise při konstantní excitační 
vlnové délce. Spektra se měří na spektrofluorimetru, který se skládá z několika základních 
součástí. Schéma jednoduchého spektrofluorimetru je znázorněno na Obr. 12. 
Zdrojem světla je lampa vyzařující konstantní tok fotonů. Obvykle se využívají xenonové 
výbojky, jejichž velkou výhodou je velká intenzita při všech vlnových délkách nad 250 nm 
a také široký rozsah vlnových délek, jež mohou poskytnout. 
Světelný polychromatický paprsek pokračuje v přístroji přes excitační monochromátor. 
Toto zařízení má vstupní a výstupní štěrbinu a mezi nimi soustavu zrcadel. Podle natočení 
zrcadel se vymezí konkrétní vlnová délka budícího záření. Štěrbiny jsou nastavitelné, a čím 
širší je štěrbina, tím intenzivnější je paprsek vycházející z monochromátoru. 
 
Obr. 12  Schéma spektrofluorimetru 
Na kyvetu se vzorkem umístěnou v cele poté dopadá monochromatické světlo, jež vybudí 
excitaci. Běžně se používají kyvety s optickou délkou 1 cm. Cela pro kyvetu může být 
temperována a často je vybavena i magnetickou míchačkou. Se vzorkem tak může být 
kontinuálně pracováno (změny teploty, titrace, apod.) a roztok v kyvetě je průběžně 
promícháván. 
Světelný paprsek emitovaný vzorkem pak prochází přes emisní monochromátor, jenž je 
umístěn vždy kolmo od vzorku vzhledem k excitačnímu monochromátoru. Ten obdobnou 
soustavou zrcadel, jaké jsou v excitačním monochromátoru, filtruje dopadající záření 
a postupně vymezuje vlnové délky, jež propouští směrem k detektoru. 
Jako detektor se zpravidla používá fotonásobič, který funguje na principu fotoelektrického 
jevu. Fluorescenční záření je jím převedeno na elektrickou informaci, která je zpracována 
v počítači. Výstupem jsou grafy fluorescenčních spekter. 
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Při měření vzorků, na kterých dochází k velkému rozptylu světla, je možné použít celu 
s polarizátory, které navíc ke vzorku a ze vzorku propustí jen lineárně polarizované světlo. 
Protože záření, které prochází polarizátorem ke vzorku, se rozptýlí ve stejné rovině 
a emitované záření se šíří všemi směry, je polarizátor za vzorkem pootočen o 90°. Tím je 
rozptyl světla potlačen, ale je také snížena intenzita detekované fluorescence [59]. 
2.3.4 Fluorescenční sondy 
Schopnost absorbovat světlo a fluoreskovat mají organické látky. Fluorescenční sondy jsou 
nevlastní fluorofory, které se ke sledované struktuře váží nekovalentně a často přitom mění 
své fotofyzikální vlastnosti. Deexcitace pak poskytuje pro danou sondu charakteristický 
emisní sken. Obvykle jsou to aromatické uhlovodíky a uhlovodíky s konjugovanými 
dvojnými vazbami. Navíc fluorescenci podporují elektron-donorní skupiny (–N(CH3)2, 
–NH(CH3), –NH2, –OH, –OCH3), naopak elektron-akceptorní skupiny (–NO2, –CN, –CHO, 
–COOH) intenzitu fluorescence snižují. 
Na fluorescenci má silný vliv několik fyzikálních vlastností (polarita, pH, viskozita, 
iontová síla, teplota, tlak nebo přítomnost zhášečů). Fluorofory jsou proto používány pro 
zkoumání fyzikálně-chemických a biochemických vlastností systémů. Volba fluorescenční 
sondy je klíčovou součástí experimentu ve fluorescenční spektroskopii, protože právě 
specifické vlastnosti a reakce sond poskytují potřebné informace [60]. 
2.4 Časově rozlišená fluorescence 
Další důležitou fluorescenční technikou jsou časově rozlišená měření. Jsou schopná 
poskytnout mnoho informací, které pomocí steady-state fluorescenční spektroskopie získat 
nelze. Máme-li například fluorofory solubilizované ve dvou prostředích v rámci jednoho 
roztoku, není možné je odlišit pomocí steady-state měření. Z časově rozlišené fluorescenční 
spektroskopie ovšem můžeme získat dvě doby života excitovaných stavů a následně určit 
prostředí, ze kterých látka emituje. Tím lze odhadnout i interakce, ke kterým v roztoku 
dochází. Metody využívající časově rozlišené fluorescence jsou také široce využívané 
v oblasti buněčného zobrazování [59]. 
Časově rozlišená fluorescenční měření lze rozlišit na dva základní okruhy – časovou 
doménu a frekvenční doménu (Obr. 13). V prvním případě je vzorek excitován úzkým a velmi 
krátkým pulzem světla a je zaznamenávána exponenciální křivka odpovídající intenzitě emise 
v závislosti na čase. Trvá-li pulz delší dobu, křivka nejprve roste, prochází maximem a na 
skutečnou hodnotu odezvy se dostává až v momentě, kdy je intenzita excitačního pulzu 
zanedbatelná. V takovém případě zařízení křivku rozloží pomocí dekonvoluce a teprve poté je 
schopno získat hledané parametry. 
Frekvenční doména využívá k excitaci sinusově modulované světlo při vysoké frekvenci. 
Harmonická odezva vzorku má také sinusový charakter a stejnou frekvenci, ale je zpožděná 
a demodulovaná. Právě fázový posun a modulační poměr jsou měřeny jako funkce frekvence, 
protože charakterizují odezvu systému [60]. 
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Obr. 13 Princip časové a frekvenční domény při měření časově rozlišené fluorescence [60] 
2.4.1 Význam doby života 
Definice a vztah pro tuto veličinu jsou již uvedeny v kapitole 2.3.2. Dobu života 
excitovaného stavu ovlivňuje mnoho faktorů. Čas, který elektron stráví v energeticky vyšším 
orbitalu, závisí například na relaxaci rozpouštědla, na fluktuacích v makromolekulární 
konformaci, na bočních řetězcích schopných rotovat, na interakcích s dalšími komponentami, 
nebo na přítomnosti zhášečů. Všechny tyto body mohou deaktivovat excitovaný stav a tím 
tedy ovlivnit dobu života fluoroforu v konkrétním prostředí. 
Roztok ovšem nemá stejné vlastnosti v celém jeho objemu. Je rozdělen na několik 
lokálních prostředí, které se svými vlastnosti liší. Solubilizovaný fluorofor se tak může 
vyskytovat v několika různých pozicích a poskytovat dobu života od pikosekund až po 
desítky nanosekund [61]. 
Doba života je tedy významnou charakteristikou fluoroforu, ale i jeho okolí. Jejím 
měřením lze odhadnout, nebo určit jevy, jež v systému probíhají. 
2.4.2 Time-correlated single-photon counting 
V této práci byla využita časová doména, což je metoda v dnešní době nejčastěji využívaná 
k určení dob života fluoroforů. Přístroje jsou obvykle založeny na metodě Time-correlated 
single-photon counting (TCSPC). V principu se TCSPC opírá o fakt, že pravděpodobnost 
detekce jednoho fotonu v čase t po excitaci je úměrná intenzitě fluorescence v tomto čase. Je 
prováděno velké množství excitačních pulzů a zařízení zaznamenává histogram naměřených 
dob života tak dlouho, dokud počet fotonů v konkrétním časovém kanálu nedosáhne předem 
navoleného množství [60]. 
Na Obr. 14 je tento princip naznačen. Ve středním panelu jsou zobrazeny emisní pulzy 
v různých časech s různou četností, které jsou následně převedeny do histogramu ve spodním 
panelu, jenž je předlohou pro finální výstup měření. To je znázorněno v horním panelu. 
K exponenciální křivce odpovídající naměřenému histogramu je přiřazen i signál excitačního 
pulzu [59]. 
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Obr. 14 Princip TCSPC [59] 
2.4.3 Instrumentace TCSPC 
Časově rozlišená fluorescenční spektra jsou měřena pomocí speciální elektroniky, která je 
složena z několika součástí. Schéma přístroje je zobrazeno na Obr. 15. 
Průběh experimentu začíná u zdroje světla, jenž vyšle optický impulz. Zdrojem excitačního 
pulzu bývají obvykle pulzní laserové diody, nebo pulzní světlo-emitující diody. Konkrétní 
vlnová délka se vybírá dle měřeného fluoroforu. Lze použít také pikosekundové lasery nebo 
flashlampy, nicméně v současnosti se upřednostňují právě diody. 
Signál je veden do „constant fraction discriminator” (CFD) dvojí cestou. První cesta je 
přímá, zatímco druhá vede přes celu, kde je umístěna kyveta se vzorkem. CFD je zařízení, 
které měří čas příchodu pulzu. Přímou cestou je tedy pulz zaznamenán bezprostředně po 
vyslání ze zdroje světla. Ve druhém kanálu je pozorován foton emitovaný vzorkem a CFD jej 
detekuje po delším časovém intervalu. 
Oba CFD pošlou signál do „time-to-amplitude convertor“ (TAC), který generuje napětí. To 
se po obdržení prvního (startovacího) signálu z CFD lineárně zvyšuje s časem. Zvyšování 
napětí je zastaveno po příchodu (ukončovacího) signálu z emisního kanálu a TAC pak 
obsahuje napětí úměrné časovému rozdílu mezi excitačním pulzem a emisním signálem. TAC 
je prakticky kondenzátor, který se nabíjí v rozmezí obvykle od 0 do 10 voltů v daném 
časovém intervalu. Například je-li nastaven na 50 ns, v tomto čase se plně nabije. V případě, 
že ukončovací signál dorazí za 25 ns, nabije se na 5 voltů. Pokud ovšem nedorazí v průběhu 
50 ns vůbec, TAC se vynuluje. 
Napětí je následně převedeno k „programmable gain amplifier“ (PGA), který v případě 
potřeby napětí zesílí. V „analog-to-digital convertor” (ADC) je poté převedeno na číselnou 
hodnotu, jež je zanesena do histogramu. Celý proces se mnohokrát opakuje. Detekční rychlost 
je přes veškerá nastavení podmínek kolem 1 fotonu na 100 excitačních pulzů. Z toho důvodu 
je při jednotlivých experimentech nutné vyladit podmínky tak, aby histogram nebyl příliš 
krátký, což může zkreslovat vyhodnocené doby života. 
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Pro efektivní zvýšení rychlosti získávaných dat je napětí z PGA kontrolováno prvkem 
„window discriminator“ (WD), který potlačuje hodnoty, jež nespadají do vymezeného 
časového rozsahu. 
Vzhledem k vysoké rychlosti opakování pulzů u moderních excitačních zdrojů, pracují 
současná TCSPC zařízení v reverzním módu. Princip měření je shodný s výše popsaným, ale 
ke spuštění TAC je používán emisní pulz a k zastavení excitační. TAC je nutné před každým 
startovacím pulzem vynulovat, což je obtížné, když startovací signál přichází v příliš krátkých 
intervalech. Emisní signál, jenž dorazí přibližně jednou za 100 excitačních pulzů, tak 
poskytuje dostatečnou dobu k vynulování TAC [59, 62]. 
 
Obr. 15 Schéma zařízení pro měření časově rozlišené fluorescence [59] 
Velmi důležitou součástí TCSPC fluorimetru je detektor fotonů. Nejčastěji se pro tento 
účel používá fotonásobič. Dalšími typy detektorů pro TCSPC jsou mikrokanálový 
fotonásobič, nebo fotodioda. Fotodiody jsou ale spíše výjimkou, protože postrádají schopnost 
zesílení a mají úzký rozsah působení. Na schématu přístroje není detektor znázorněn, jelikož 
je součástí CFD [59]. 
2.5 Elektroforetický rozptyl světla 
Stabilita suspenzí a emulzí je ovlivňována termodynamickými a kinetickými faktory. 
K termodynamickým účinkům patří prostorová a elektrostatická stabilizace, jež v principu 
znamená odpuzování částic. Kinetický faktor pak souvisí s viskozitou prostředí, protože vyšší 
viskozita zpomaluje shlukování částic a jejich sedimentaci. 
Na částice v disperzním prostředí mají vliv různé typy sil, jež určují jejich chování. Obecně 
všechny částice vykonávají Brownův pohyb a působí na ně gravitační síla. To, která síla 
převládá, je dáno velikostí částic. Jsou-li částice dostatečně malé (udává se menší než 1 μm), 
stačí pro jejich udržení v disperzní fázi právě Brownův pohyb. Větší částice ale účinkem 
gravitace sedimentují [63]. 
Další faktor, jenž toto chování významnou měrou ovlivňuje, jsou potenciální interakce 
mezi částicemi. Díky neustálému Brownovu pohybu do sebe částice narážejí a v momentu 
nárazu mohou nastat dva případy. Částice se mohou přitahovat, což vede k vytváření 
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sekundárních částic o větší velikosti (flokulaci) a následně k sedimentaci. V opačném případě 
převýší odpudivá síla nad přitažlivou a výsledkem je stabilní systém. Síly, jež se zde 
uplatňují, pak mívají elektrostatický charakter (Van der Waalsovy interakce). Pro elektricky 
nabitou částici je tento princip rovnováhy popisován pomocí zeta potenciálu [63, 64]. 
2.5.1 Potenciál zeta a elektrická dvojvrstva 
V důsledku nábojové rovnováhy je povrch většiny částic nabitý, což ovlivňuje distribuci 
iontů v okolí. Pokud se nabitá částice nachází v kapalném prostředí, začne kolem sebe 
seskupovat ionty s opačným nábojem. Tímto způsobem vzniká tzv. elektrická dvojvrstva. 
Existuje několik teorií, jež popisují elektrickou dvojvrstvu (Helmhotzova, Gouy-
Chapmanova), ale v současné době je za nejpřesnější považována Sternova teorie, jejíž 
princip je naznačen na Obr. 16 [65, 66]. 
 
Obr. 16 Elektrická dvojvrstva koloidních částic dle Sterna [67] 
Elektrickou dvojvrstvu tvoří dvě části – Sternova a difúzní vrstva. Ve Sternově vrstvě se 
uplatňují elektrostatické i adsorpční síly a tato část je proto poměrně kompaktní. Ve větší 
vzdálenosti od povrchu částice lze adsorpční síly zanedbat a ionty nejsou vázané tak silně 
(mohou difundovat). Pohybuje-li se částice roztokem, ionty uvnitř této dvojvrstvy se pohybují 
s ní. Za hranicí této oblasti jsou ale ionty nezávislé a neputují společně s částicí. Tato hranice 
se nazývá rovina skluzu [66, 67]. 
Potenciál na rovině skluzu je známý jako elektrokinetický potenciál, neboli potenciál zeta, 
díky kterému lze určovat stabilitu disperzí a jejich tendenci k flokulaci. Udává hodnotu 
rozdílu potenciálů mezi objemem kapaliny a povrchem difúzní vrstvy. Jak je z Obr. 16 
zřejmé, je možně rozlišit další dva druhy potenciálů. Přímo na povrchu částice lze naměřit 
tzv. elektrochemický (povrchový) potenciál, což je hodnota daná potenciálovým rozdílem 
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mezi objemem kapaliny a povrchem částice. Zatímco na rozmezí Sternovy a difúzní vrstvy je 
možné získat hodnotu Sternova potenciálů [67, 68]. 
Zeta potenciál je veličina silně závislá na rozpouštědle, respektive na jeho pH. Koncentrace 
volných nábojů ovlivňuje strukturu a tloušťku elektrické dvojvrstvy. Je-li do systému 
přidáván elektrolyt, difúzní vrstva se začne stlačovat a tím zatlačí více iontů do Sternovy 
vrstvy. Zeta potenciál je proto nižší. Naopak při ředění se difúzní vrstva rozšíří a to vede 
k nárůstu zeta potenciálu [68]. 
V případě, že mají všechny částice v disperzním prostředí vysoký negativní nebo pozitivní 
zeta potenciál, inklinují k odpuzování se a systém je proto stabilní. Při nízkých hodnotách zeta 
potenciálu je tomu naopak. Disperze se pak vyznačuje širokým rozdělením velikosti částic, 
které se shlukují do agregátů různé velikosti. Obecně udávaná hranice mezi těmito stavy je 
+30 nebo −30 mV. Kromě posouzení stability je zeta potenciál veličina vhodná i ke studiu 
povrchových vlastností nano a mikročástic nebo buněk [63, 65]. 
2.5.2 Princip elektroforézy 
Částice s povrchovým nábojem budou přirozeně vykazovat reakce pod vlivem vloženého 
elektrického pole. Existují čtyři základní typy elektrokinetických jevů – elektroforéza, 
elektroosmóza, sedimentační potenciál a potenciál proudění. Všechny tyto jevy jsou 
využitelné pro určení zeta potenciálu, ale nejčastěji se používá elektroforetických měření. 
Elektroforézou se rozumí pohyb nabité částice kapalinou pod vlivem vloženého 
elektrického pole. Po aplikaci elektrického pole jsou částice přitahovány k elektrodě 
s opačným nábojem. Rychlost jejich pohybu se označuje jako elektroforetická pohyblivost 
a je závislá na několika faktorech. Může ji ovlivnit síla elektrického pole, dielektrická 
konstanta media, viskozita a zeta potenciál. 
Pro elektroforetickou pohyblivost UE platí Henryova rovnice, jež je vyjádřena vztahem 
 


3
)Ka(2
E
f
U  , (3) 
kde ζ udává zeta potenciál, ε je dielektrická konstanta, f(Ka) značí tzv. Henryovu funkci 
a η představuje viskozitu. Hodnota Henryovy funkce popisuje charakter disperzního prostředí 
a používají se pro ni dvě různé aproximace. Pro polární prostředí nabývá hodnoty 1,5 
(Smoluchowskiho aproximace) a pro nepolární 1,0 (Huckelova aproximace). 
S pomocí elektroforetické pohyblivosti lze tedy určit zeta potenciál. Technika pro toto 
měření se nazývá elektroforetický rozptyl světla (Electrophoretic Light Scattering – ELS), při 
kterém se světlo rozptýlené v úhlu 17° kombinuje s referenčním paprskem. To vyvolává 
kolísající signál intenzity, kde poměr fluktuace je úměrný rychlosti částic. V některých 
zdrojích je tato metoda označovaná jako laserová dopplerova velocimetrie (LDV) [66, 67]. 
2.5.3 Instrumentace ELS 
Zeta potenciál se měří pomocí dopplerovského posunu frekvence laserového paprsku na 
částicích, jejichž povrch je nabitý. Z frekvenčního posunu lze určit elektroforetickou 
pohyblivost a z té pak pomocí Henryovy rovnice konkrétní hodnotu zeta potenciálu [65]. 
Systém pro měření zeta potenciálu zahrnuje několik hlavních komponent a jeho schéma je 
naznačeno na Obr. 17. Základem zařízení je zdroj světla, kterým se ozařují částice ve vzorku. 
Jako zdroj se užívají výhradně lasery. Nejpopulárnější jsou argonový iontový a He-Ne laser. 
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Odtud je světelný paprsek veden do děliče. Dělící optika laserový paprsek rozloží a ten pak 
pokračuje dvěma směry jako referenční paprsek a paprsek, jenž je veden ke kyvetě se 
vzorkem.  
Před kyvetu je vložen zeslabovač, který snižuje intenzitu laseru a tím i intenzitu 
rozptýleného světla, aby se předešlo přetížení detektoru. Toto zařízení pracuje automaticky 
a v případě, že se jedná o velmi malé částice nebo vzorky o nízké koncentraci, je schopen 
naopak zvýšit intenzitu světla. 
Laserový paprsek prochází středem kyvety se vzorkem, kde je na pohybujících se částicích 
rozptýlen. Rozptýlené světlo se pak detekuje v úhlu 17°. Když se na kyvetu aplikuje 
elektrické pole, všechny částice pohybující se v měřeném objemu způsobí, že detekovaná 
intenzita světla kolísá s frekvencí úměrnou rychlosti částic. Kompenzační optika je v přístroji 
nainstalovaná, aby udržovala seřízení rozptylovaného paprsku. 
Dva typy paprsků (referenční a rozptýlený) jsou takto vedeny do slučující optiky. Jedná se 
o soustavu čoček, jež poté přenáší optický signál dále do detektoru. 
Detektor poté převede informaci do digitálního procesoru signálu a dále do počítače, jenž 
vypočítá elektroforetickou pohyblivost a zeta potenciál. Jako detektory jsou obvykle 
používány fotonásobiče nebo fotodiody.  
Přístroje jsou mnohdy kombinovány s měřením velikosti a distribuce částic. V takových 
případech záleží na kyvetě, se kterou se pracuje. Pro měření velikosti a distribuce částic 
postačuje plastová nebo křemenná kyveta, zatímco pro měření zeta potenciálu se do kyvety 
navíc vkládá tzv. Dipp cela, která je opatřena elektrodami [66, 67]. 
 
Obr. 17 Schéma zařízení Zetasizer Nano pro měření potenciálu zeta [67]  
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Materiály 
Hyaluronan Mw = 106 kDa, CAS 9004-61-9, CPN spol. s r.o., č. šarže 190707-E1 
Mw = 300–500 kDa, CAS 9004-61-9, CPN spol. s r.o., č. šarže 208-125 
(dle č. šarže Mw = 421 kDa) 
Mw = 1,46 MDa, CAS 9004-61-9, CPN spol. s r.o., č. šarže 141008-E1 
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sodný 
CAS 9005-38-3, Fluka, č. šarže 351172083 
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CMC karboxymethylcelulóza 
Mw = 90 kDa, CAS 9004-32-4, Fluka, č. šarže MKAA0117V 
Mw = 250 kDa, CAS 9004-32-4, Fluka, č. šarže MKBF8492V 
Mw = 700 kDa, CAS 9004-32-4, Fluka, č. šarže MKBG7333V 
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Pyren CAS 129-00-0, Fluka, puriss p.a. for fluorescence, č. šarže 430166/1 
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Prodan N,N-dimethyl-6-propionyl-2-naphtylamin 
CAS 70504-01-7, Fluka, for fluorescence, č. šarže 445882/1 
CH3
O
N
CH3
CH3  
Perylen CAS 198-55-0, Fluka, puriss for fluorescence, č. šarže 1293653 
 
DPH 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien 
CAS 1720-32-7, Fluka, for fluorescence, č. šarže 1054132 
 
Merocyanin 
540 
CAS 62796-23-0, Fluka, for fluorescence, č. šarže 03301EH 
O
N
N
N
O
O
CH2(CH2)2CH3
CH2(CH2)2CH3
S
S
O
ONa
O
 
Ludox® 
SM-30 
koloidní oxid křemičitý 
CAS 7631-86-9, Sigma-Aldrich, č. šarže: MKBJ4732V 
 
Voda demineralizovaná voda Purelab flex ELGA 
Aceton CAS 67-64-1, LachNer spol. s r.o. 
Tercbutanol CAS 75-65-0, LachNer spol. s r.o., č. šarže PP/2010/11230 
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3.2 Metody 
3.2.1 Příprava zásobních roztoků 
Zásobní roztoky fluorescenčních sond o různých koncentracích byly připraveny v těkavém 
rozpouštědle – acetonu. Zásobní roztoky biopolymerů (hyaluronanu, karboxymethylcelulózy 
a alginátu sodného) byly připraveny ve vodě. Polymery s vyšší molekulovou hmotností nebo 
roztoky s vyšší koncentrací bylo nutné nechat rozpouštět déle než polymery s nízkou 
molekulovou hmotností a málo koncentrované. Roztoky sond byly uloženy v lednici při 4 °C, 
roztoky polymerů byly zpracovány ihned po rozpuštění. 
3.2.2 Příprava vzorků pro lyofilizaci 
Do lyofilizačních nádobek bylo napipetováno takové množství fluorescenční sondy 
v těkavém rozpouštědle, aby po odpaření rozpouštědla a doplnění na objem 50 ml byla 
v nádobkách požadovaná koncentrace sondy. Odpařování probíhalo za laboratorní teploty a za 
sníženého tlaku. Poté bylo připipetováno 10 ml TBA a vzorky byly míchány na třepačce, aby 
se veškeré množství sondy v TBA rozpustilo. Následně bylo do každého vzorku 
připipetováno 40 ml příslušného roztoku polymeru za současného míchání, čímž se vzorky 
zhomogenizovaly. Nádobky byly uzavřeny a vloženy do prostoru kondenzátoru lyofilizátoru 
(VirTis BenchTop 4K ZL), kde byly při teplotě −105 °C vymrazovány přes noc. Dále 
probíhala lyofilizace při teplotě kondenzátoru −105 °C a tlaku kolem 10 μbar po dobu 
48 hodin, kdy zcela vysublimovala rozpouštědla (voda a TBA).  
3.2.3 Příprava vzorků na měření 
Po ukončení lyofilizace byly lyofilizační koláče rehydratovány 20 ml vody a ponechány na 
třepačce, dokud se zcela nerozpustily. Poté byly do čtyř vialek napipetovány 4 ml takto 
připraveného vzorku. Ke vzorkům byly připraveny vždy dva slepé vzorky (neupravované 
lyofilizací pro podporu interakcí) tak, aby koncentrace příslušné sondy a polymeru byla 
stejná. Nejprve byla do vialek napipetována sonda v těkavém rozpouštědle, jež bylo za 
laboratorní teploty a sníženého tlaku odpařeno. Poté byly připipetovány 4 ml příslušného 
roztoku polymeru. Takto připravené vzorky byly ponechány na třepačce 24 hodin při 
laboratorní teplotě a následně proměřeny na příslušných přístrojích. 
3.2.4 Příprava vzorků pro analýzy tercbutanolu 
Tyto vzorky byly připravovány stejným způsobem jako v kapitole 3.2.2. Po ukončení 
lyofilizace již ale neprobíhala rehydratace lyofilizačního koláče, ale vzorky byly rovnou 
analyzovány příslušnými metodami. 
3.3 Měření 
3.3.1 Měření vzorků na fluorimetru Fluorolog Horiba Jobin Yvon 
Veškeré měření stacionární fluorescence bylo prováděno na spektrofluorimetru Fluorolog 
Horiba Jobin Yvon při teplotě 25 °C. 
Pro vzorky obsahující pyren byl emisní sken měřen v rozsahu 360–530 nm s krokem 1 nm 
a excitační sken v rozsahu 310–340 nm s krokem 1 nm, excitační monochromátor byl 
nastaven na 335 nm a emisní monochromátor na 392 nm. Monochromátory jsou během 
měření skenů nastavovány kvůli citlivosti přístroje. V emisním spektru byly sledovány 
  
37 
intenzity prvního maxima (3731 nm) a třetího maxima (3831 nm). V excitačním spektru 
byly sledovány intenzity při 333 nm a 338 nm. 
Pro vzorky obsahující prodan byl emisní sken měřen v rozsahu 380–650 nm s krokem 
1 nm, excitační monochromátor byl nastaven na 360 nm a emisní monochromátor na 520 nm. 
Byla sledována intenzita a poloha maxima. 
Pro vzorky obsahující perylen byl emisní sken měřen v rozsahu 420–600 nm s krokem 
1 nm, excitační monochromátor byl nastaven na 410 nm a emisní monochromátor na 440 nm. 
Byl zaznamenáván totální integrál pod křivkou emisního skenu. 
Pro vzorky obsahující DPH byl emisní sken měřen v rozsahu 400–600 nm s krokem 1 nm, 
excitační monochromátor byl nastaven na 385 nm a emisní monochromátor na 426 nm. Byl 
zaznamenáván totální integrál pod křivkou emisního skenu. 
3.3.2 Měření vzorků na fluorimetru FluoroCube 
Časově rozlišená fluorescenční spektra byla měřena na fluorimetru FluoroCube a měření 
probíhalo při teplotě 25 °C. 
Při měření na fluorimetru Fluorocube je nejprve nutné vybrat diodu s excitační vlnovou 
délkou nejblíže pro danou sondu a připojit ji k přístroji. Emisní monochromátor se nastavuje 
dle dané sondy a při měření signálu promtu (signálu lampy) se nastavuje na vlnovou délku 
použité diody. TAC se zadává jako přibližně dvacetinásobek odhadované délky života 
excitovaného stavu. Štěrbiny byly nastaveny dle aktuální potřeby, aby hodnota α nepřesáhla 
2 %. Nad touto hodnotou by mohl být ohrožen detektor příliš velkým množstvím dopadajících 
fotonů. Pro všechny vzorky byl Peak preset nastaven na 10 000 counts. Jako promt k měření 
signálu diody byla použitá suspenze koloidního oxidu křemičitého ve vodě – Ludox. 
U vzorků s pyrenem byla použita dioda nanoLED s vlnovou délkou 329 nm a emisní 
monochromátor nastaven na 392 nm. Hodnota TAC byla 5 μs, Delay byl nastaven na 0 ns 
a Repetition rate na 500 kHz. Měření pyrenu probíhalo na 2048 kanálech. 
U vzorků s prodanem byla použita dioda nanoLED s vlnovou délkou 361 nm a emisní 
monochromátor nastaven na 0 nm. Hodnota TAC byla 50 ns, Coaxial Delay byl nastaven na 
65 ns a Repetition rate na 1 MHz. Měření prodanu probíhalo na 1024 kanálech. 
U vzorků s perylenem byla použita dioda nanoLED s vlnovou délkou 389 nm a emisní 
monochromátor nastaven na 440 nm. Hodnota TAC byla 100 ns, Coaxial Delay byl nastaven 
na 95 ns, Sync. Delay na 20 ns a Repetition rate na 1 MHz. Měření perylenu probíhalo na 
1024 kanálech. 
U vzorků s DPH byla použita dioda nanoLED s vlnovou délkou 389 nm a emisní 
monochromátor nastaven na 0 nm. Hodnota TAC byla 100 ns, Coaxial Delay byl nastaven na 
95 ns, Sync. Delay na 20 ns a Repetition rate na 1 MHz. Za vzorek byl umístěn cut off filtr 
495 nm. Měření perylenu probíhalo na 1024 kanálech. 
3.3.3 Měření zeta potenciálu na Zetasizer Nano ZS 
Veškeré vzorky byly měřeny při teplotě 25 °C na přístroji Zetasizer Nano ZS (Malvern 
Instruments, UK). Zeta potenciál byl měřen pomocí ponorné Dip cely v plastových kyvetách. 
Přístroj pracuje s He-Ne laserem o vlnové délce 632,8 nm. Vzhledem k charakteru vzorků 
bylo pracováno se Smoluchowského aproximací. Každý vzorek byl proměřen třikrát a získané 
hodnoty byly zprůměrovány. 
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3.3.4 Analýzy lyofilizačního koláče na přítomnost tercbutanolu 
Lyofilizační koláč byl proměřen několika analytickými metodami, jimiž byla zjišťována 
přítomnost TBA po ukončení lyofilizace a další vlastnosti. Prvním způsobem, kterým byl 
koláč analyzován, byla efluenční plynová analýza (Effluence Gas Analysis – EGA). Vzorek 
byl zahříván na 95 °C (počáteční bod varu TBA je při 83 °C) pod atmosférou argonu a pro 
plyny uvolněné zahříváním byla změřena infračervená spektra na FT-IR spektrometru Nicolet 
IS10 od výrobce Thermo Scientific. Počet skenů byl nastaven na 128 s rozlišením 1 a krokem 
0,121 cm
−1. Všechny měřené vzorky byly měřeny třikrát a data byla zprůměrována. 
Další metodou, jak získat informace o lyofilizačním koláči, byly fotografie získané ze 
skenovacího elektronového mikroskopu Jeol JSM-7600F. Tento mikroskop je vybaven 
detektorem zpětně odražených elektronů pro pozorování chemických kontrastů prvků nebo 
sloučenin. A pro vysoce přesnou prvkovou analýzu využívá energo- a vlnově-disperzní 
analyzátor rentgenového záření. Byly připraveny vzorky se sondou merocyaninem 540. Tato 
sonda byla zvolena kvůli atomu síry v molekule, jenž se v molekule hyaluronanu nevyskytuje. 
Dle předpokladu by tak fotografie ze SEM měly objasnit, jakým způsobem je sonda 
v lyofilizačním koláči distribuována (ve shlucích, či rovnoměrně). U těchto vzorků bylo 
kromě povrchu lyofilizačního koláče pozorováno i jeho prvkové složení. 
3.4 Vyhodnocení dat 
3.4.1 Vyhodnocení dat získaných z fluorimetru Fluorolog Horiba Jobin Yvon 
Protože mají fluorescenční sondy hydrofobní charakter, ve vodě jsou rozpustné jen málo 
nebo vůbec. To se odvíjí od míry jejich hydrofobicity. Je-li fluorofor přesto rozpuštěn ve 
vodě, intenzita jeho fluorescence je nízká nebo v podstatě žádná. Z rozpouštědel, jejichž 
polarita je nižší, fluorofory naopak fluoreskují velmi intenzivně. Z toho důvodu byla u všech 
sond porovnávána intenzita fluorescence systému, který byl upraven lyofilizací, s intenzitou 
slepého vzorku. Úspěšná podpora interakcí by se na fluorescenčních spektrech měla projevit 
zvýšením intenzity pro lyofilizované vzorky. U pyrenu a prodanu byly sledovány i další 
parametry, jež poskytují žádané informace o systému. 
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Obr. 18  Normalizovaná emisní spektra pyrenu v roztoku n-heptanu a vody 
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Pyren je fluorescenční sonda, která je schopná reagovat na změnu polarity prostředí. To se 
projeví na emisním i excitačním spektru. Proto byla u pyrenu kromě intenzity fluorescence 
pozorována i hodnota polaritního indexu. Poměr vibračního přechodu 0-0 (při vlnové délce 
373 nm) a přechodu 0-2 (při vlnové délce 383 nm) v emisním spektru pyrenu se označuje jako 
emisní polaritní index (EmPI). V polárních prostředích (voda) dosahuje EmPI hodnot asi 1,7. 
V případě hydrofobního rozpouštědla (n-heptan) klesne v emisním spektru intenzita píku, jež 
přísluší vibračnímu přechodu 0-0. Kvůli procesům, jež se na této symetrické molekule dějí 
v průběhu absorpce a emise je tento přechod v nepolárním prostředí méně pravděpodobný 
a hodnota EmPI se pohybuje kolem 0,5. Graficky je toto chování znázorněno na Obr. 18. 
U excitačního skenu pak hovoříme o excitačním polaritním indexu (ExPI). V tomto případě 
ExPI udává poměr intenzit fluorescence při vlnových délkách 333 nm a 338 nm. Čím více je 
prostředí hydrofobní, tím více klesá hodnota ExPI [60, 69]. 
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Obr. 19 Normalizovaná emisní spektra prodanu v toluenu (1), chloroformu (2), 
dimethylformamidu (3), ethanolu (4) a ve vodě (5) 
Prodan je další sonda, z jejichž fluorescenčních spekter jsme schopni pozorovat polaritu 
prostředí. Na relaxaci rozpouštědla při absorpčním a emisním procesu má vliv jak polarita 
prostředí, tak i jeho viskozita. Je-li prodan obklopen viskózním polárním prostředím (za 
takové můžeme považovat i hydrofilní polymer hyaluronan), dochází k „Red Edge Excitation 
Shift“ (REES) efektu. Tento efekt je způsoben nevazebnými interakcemi mezi molekulou 
fluoroforu a prostředím, jež jsou ovlivněny disperzními silami. Zpravidla je relaxace 
rozpouštědla velmi rychlý proces. Zmíněné síly ale průběh procesu značně zpomalí a jeho 
rychlost je pak srovnatelná s dobou života excitovaného stavu. Zvyšujeme-li vlnovou délku 
excitace a zároveň dochází k batochromnímu posunu maxima fluorescence, prodan 
fluoreskuje z viskózního prostředí hyaluronové domény [60]. 
Poloha emisního maxima prodanu se projevuje i při konstantní excitační vlnové délce 
v závislosti na polaritě. V polárním prostředí (voda) dosahuje fluorescence maxima při vlnové 
délce 520 nm, zatímco v nepolárním (cyklohexan) se posouvá k vlnové délce 405 nm 
(Obr. 19). V případě, že prodan fluoreskuje v jednom systému z více prostředí o různých 
polaritách, jeho spektrum je složeno z několika Gaussovských píků [60]. Počet píků odpovídá 
1      2   3          4         5 
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počtu prostředí, ve kterých je sonda solubilizována. Takové spektrum lze podrobit 
dekonvoluci, což je metoda, která rozloží spektrum na jednotlivé píky. (Obr. 30) Díky tomu 
lze systém lépe interpretovat. U prodanu tedy byla kromě intenzity fluorescence sledována 
i vlnová délka, při které fluorescence dosahovala maxima a jeho spektrum bylo diskutováno 
z hlediska přítomnosti více píků. 
Další dvě sondy použité pro fluorescenční měření, perylen (Obr. 20) a DPH (Obr. 21), 
nemají v polárních roztocích detekovatelnou fluorescenci. Oba patří do skupiny silně 
hydrofobních fluoroforů, jež jsou v polárních rozpouštědlech nerozpustné. V obou případech 
proto postačilo sledovat intenzitu fluorescence, respektive totální integrál pod křivkou 
emisního skenu. 
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Obr. 20 Normalizovaná absorpční a emisní spektra perylenu v acetonu 
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Obr. 21 Normalizovaná absorpční a emisní spektra DPH v acetonu 
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3.4.2 Vyhodnocení dat získaných z fluorimetru Fluorocube 
Časově rozlišená spektra byla vyhodnocována pomocí programu DAS 6 Analysis. 
Fluorofor může být v systému solubilizován i na několika místech (ve vodě, v hyaluronové 
doméně, apod.). Doba života každého na jiném místě solubilizovaného fluoroforu se liší 
a podle její hodnoty lze určit polaritní charakter onoho místa. Program DAS 6 Analysis 
umožňuje z naměřených dat určit doby života všech excitovaných stavů, jež se v systému 
nacházejí, a také jejich procentuální zastoupení. Získané křivky byly prokládány 1–5 
exponenciální funkcí a bylo hodnoceno, jakou měrou jednotlivé funkce odpovídají 
konkrétním křivkám. V závislosti na kvalitě proložení byla vybrána ta funkce, která 
odpovídala hodnocenému systému a získaná data byla zpracována v programech Excel 
a Origin. Podle zjištěných dob života pak bylo hodnoceno prostředí, ze kterého sondy svítí 
a tedy i míra účinnosti lyofilizace na vývoj těchto systémů. V Tab. 3 jsou shrnuty doby života 
pro sondy použité v této práci v různě polárních prostředích. 
Tab. 3 Doby života fluoroforů v různých rozpouštědlech a polaritní index rozpouštědel 
fluorescenční sonda rozpouštědlo PI  τ (ns) 
pyren cyklohexan 0,2 450 [60] 
 etanol 5,3 410 [60] 
 voda 10,2 125 [70] 
prodan n-heptan 0,1 0,15 [71] 
 cyklohexan 0,2 0,24 [71, 72] 
 toluen 2,4 1,21 [73] 
 chloroform 4,1 1,39 [73] 
 aceton 5,1 3,35 [72] 
 metanol 5,1 ~ 2 ns (75 %) a ~ 3,4 ns (25 %) [71] 
 etanol 5,3 3,37 [72, 74] 
 voda 10,2 ~ 0,7 ns (60 %) a ~ 2 ns (40 %) [71] 
perylen cyklohexan 0,2 6 [60] 
 chloroform 4,1 4,6 [75] 
 1,4-dioxan 4,8 4,87 [75] 
DPH data v literatuře nebyla nalezena 
3.4.3 Vyhodnocení dat získaných ze Zetasizeru Nano ZS 
Zetasizer Nano ZS poskytuje přímo hodnoty zeta potenciálu. Vyhodnocení těchto dat bylo 
založeno na zprůměrování hodnot ze tří vzorků, jež byly pro každý systém připraveny. 
Následně byla hodnocena stabilita slepých vzorků a vzorků upravených lyofilizací. Jak již 
bylo zmíněno v kapitole 2.5.1, vzorek lze označit za stabilní, pokud je absolutní hodnota zeta 
potenciálu vyšší než 30 mV. Informace o jednotlivých systémech byly shrnuty do tabulek 
a diskutovány. 
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3.4.4 Vyhodnocení analýz lyofilizačního koláče 
První metodou analýzy lyofilizačních koláčů byla EGA spojená s FT-IR spektrometrem. 
Kromě koláčů byl stejným způsobem změřen i čistý TBA. Vyhodnocení naměřených dat 
spočívalo v porovnání jednotlivých infračervených spekter. V knihovně spekter dostupné 
v literatuře byl vyhledán popis a charakteristiky píků, které je možné pomocí FT-IR získat. 
Veškerá spektra byla zhodnocena z hlediska přítomnosti TBA, respektive píků 
charakteristických pro infračervené spektrum TBA. 
Druhý způsob, kterým byly lyofilizační koláče analyzovány, bylo pomocí fotografií ze 
SEM. Byl diskutován charakter povrchu koláčů a prvkové složení. Na fotografie bylo 
nahlíženo z hlediska celého povrchu, ale byly provedeny i lokální analýzy konkrétních míst, 
jež byla tímto způsobem pozorována. Merocyanin 540, který byl použitý pro tato měření, byl 
vybrán pro přítomnost atomu síry v jeho struktuře. Prvkovou analýzou tak bylo možné 
zhodnotit, jak je síra (a tedy i molekula merocyaninu 540) rozložena v lyofilizačním koláči. 
Dále bylo možné získat informace o přítomnosti dalších prvků a tedy čistotě koláče a látek, 
se kterými bylo pracováno. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUSE 
Cílem této diplomové práce bylo navrhnout a realizovat experimenty na vývoj nosičových 
systémů, kdy je hydrofobní látka vázána přímo na nativní (nemodifikovaný) hyaluronan. Dále 
bylo cílem provést experimenty zaměřené na zkoumání vlastností těchto nosičů. 
Protože má nativní hyaluronan silně hydrofilní charakter, s hydrofobními látkami přirozeně 
neinteraguje. Na vině je jeho organizace v roztoku a uspořádání nejbližšího vodného okolí. 
Ve své struktuře ale skrývá hydrofobní vodíky vytvářející výše popsané „hydrophobic 
patches“, jež by s takovými látkami interagovat mohly, nicméně ty jsou díky jeho nejbližší 
vodě nepřístupné. Hlavní myšlenkou tedy bylo zbavit hyaluronan vodného obalu a axiální 
vodíky tak hydrofobním látkám odkrýt. Vzhledem k tomu, že hyaluronan již za poměrně málo 
zvýšené teploty degraduje, tepelné vysoušení nebylo na místě. To potvrdila i předchozí práce 
na této problematice [76]. Relativně šetrnějším způsobem, jak látky vysoušet, je lyofilizace. 
Interakce mezi hydrofobními fluorescenčními sondami a nativním hyaluronanem byly proto 
podporovány pomocí lyofilizace za přítomnosti TBA jako ko-rozpouštědla. 
TBA bylo použito z důvodů, jež jsou popsány v kapitole 2.2.3. TBA je ale organické 
hydrofobní rozpouštědlo. Vyvstala tedy myšlenka, zda po lyofilizačním procesu v koláči 
nezůstává nějaké množství této látky. Případná přítomnost TBA ve vzorcích by následně 
mohla ovlivňovat získaná fluorescenční spektra. Intenzita fluorescence by se zvýšila 
o příspěvek sondy svítící z prostředí TBA. Bylo proto nutné lyofilizační koláč otestovat 
několika analytickými metodami. Účinnost lyofilizačního postupu pak byla sledována pomocí 
fluorescenční spektroskopie (stacionární i časově rozlišené) a pomocí měření zeta potenciálu. 
Získání poznatků v této oblasti pak může přinést nové metody jak připravovat cílené nosičové 
systémy přímo z nativního hyaluronanu bez nutnosti chemické modifikace a omezit tak 
nežádoucí účinky léčby v oboru onkologie. 
4.1 Fluorescenční spektroskopie 
První metodou, jak zjistit, zda byl lyofilizační proces účinný, bylo měření fluorescence 
hydrofobních fluoroforů, jež byly v systémech využity (pyren, prodan, perylen a DPH). Byly 
připraveny vzorky z hyaluronanu o molekulových hmotnostech 106 kDa, 300–500 kDa 
a 1,46 MDa a pro každou molekulovou hmotnost o koncentracích 0,1 g·l−1 a 1 g·l−1. Výsledky 
lyofilizovaných vzorků byly porovnávány se slepými vzorky, které byly připraveny prostým 
smícháním komponent ve vodě. 
Na Obr. 22 je znázorněno emisní spektrum vzorku hyaluronanu (Mw = 106 kDa, 
c = 1 g·l−1) s pyrenem (c = 5·10−6 mol·l−1). Červená křivka patří slepému vzorku (blanku), 
zatímco modrá lyofilizovanému. Prvním parametrem, jenž byl u sond pozorován, byla 
intenzita fluorescence. Dle grafu došlo k poklesu intenzity u upravovaného vzorku vzhledem 
ke slepému, což je ale v rozporu s očekáváním. Z principu lze očekávat buď zvýšení intenzity 
(úspěšná podpora interakcí), nebo by intenzita měla zůstávat stejná (k interakcím nedošlo, 
stejně jako ve slepých vzorcích). Snížení intenzity fluorescence tedy indikuje další procesy, 
ke kterým během lyofilizace dochází. Směs rozpouštědel, jež při sušení mrazem za sníženého 
tlaku ze vzorků vysublimuje, byla fluorescenčními metodami také testována. Bylo dokázáno, 
že v této směsi vody s tercbutanolem jsou přítomny fluorescenční sondy. Během procesu tedy 
podtlak ze vzorků odstraní i část fluoroforu a proto se intenzita fluorescence vzorků po 
lyofilizaci proti slepým snížila. Vzhledem k tomu, že intenzita fluorescence v případě vzorků 
obsahujících pyren není jednoznačný indikátor (mimo jiné vzhledem k jeho dostatečné 
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fluorescenci i z velmi zředěného vodného roztoku), byly sledovány další parametry. Byly tedy 
vyhodnocovány emisní a excitační polaritní indexy. Pro tento případ byl emisní polaritní 
index slepého vzorku roven 1,57, což odpovídá hydrofilnímu prostředí, z něhož sonda 
fluoreskuje. Po úpravě lyofilizací hodnota EmPI klesla na 1,33. Nejedná se o nijak výrazný 
pokles, ale přesto to značí, že část fluoroforů je obklopena hydrofobní oblastí. Vložený graf 
náleží excitačnímu skenu. ExPI v případě slepého vzorku dosahovalo hodnoty 2,18 
a v případě lyofilizovaného pak 2,04. Excitační skeny tedy potvrdily výsledek emisních. 
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Obr. 22 Emisní a excitační (vložený graf) sken vzorku s hyaluronanem o molekulové 
hmotnosti 106 kDa a koncentraci 1 g·l−1 a s pyrenem o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
Výsledky pro ostatní vzorky s pyrenem a různými molekulovými hmotnostmi 
a koncentracemi hyaluronanu jsou shrnuty v Tab. 4. Zde je názorné, že slepé vzorky (blanky) 
mají jen s malými odchylkami stejné hodnoty EmPI i ExPI. Ve všech případech pak oba 
polaritní indexy klesy, ačkoliv nijak výrazně. Naměřená data s pyrenem tak naznačují, že 
interakce mezi polymerem a hydrofobní látkou byly úspěšně, i když jen malou měrou, 
podpořeny. 
Tab. 4 Emisní polaritní indexy a excitační polaritní indexy pro vzorky s různým charakterem 
použitého hyaluronanu a sondou pyrenem o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
charakter hyaluronanu EmPI (blank) EmPI (lyof.) ExPI (blank) ExPI (lyof.) 
Mw = 106 kDa, c = 1 g·l
−1
 1,57 1,33 2,18 2,04 
Mw = 106 kDa, c = 0,1 g·l
−1
 1,58 1,43 2,27 1,82 
Mw = 300–500 kDa, c = 1 g·l
−1
 1,58 1,34 2,25 2,00 
Mw = 300–500 kDa, c = 0,1 g·l
−1
 1,57 1,52 2,27 2,03 
Mw = 1,46 MDa, c = 1 g·l
−1
 1,58 1,44 2,18 2,05 
Mw = 1,46 MDa, c = 0,1 g·l
−1
 1,58 1,43 2,30 1,80 
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Druhou sondou, pro kterou byla měřena fluorescenční spektra, byl prodan (Obr. 23). Na 
tomto grafu je viditelně zachovalý trend poklesu intenzity pro lyofilizovaný vzorek vzhledem 
ke slepému. Pomocným indikátorem v případě prodanu proto byla poloha emisního maxima 
naměřených spekter. Pro tento vzorek (hyaluronan o Mw = 106 kDa a c = 1 g·l
−1
 s pyrenem 
o c = 5·10−6 mol·l−1) bylo emisní maximum blanku při vlnové délce 519 nm. Tato hodnota 
zcela odpovídá prodanu fluoreskujícímu z vodného prostředí. Byl-li systém lyofilizován, 
došlo k posunu spektra k nižším vlnovým délkám a maximum takto posunutého spektra bylo 
při vlnové délce 510 nm. V oblasti mezi 420 nm a 460 nm je tvar spektra mírně vypouklý. Jak 
bylo zmíněno v kapitole 3.4.1, mohlo by se jednat o skrytý pík charakteristický pro část 
prodanu fluoreskujícího z prostředí s nižší polaritou. Jedná se tedy o další faktor, jež by 
potvrzoval zmíněné interakce sondy a hydrofobního prostředí. 
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Obr. 23 Emisní sken vzorku s hyaluronanem o molekulové hmotnosti 106 kDa a koncentraci 
1 g·l−1 a s prodanem o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
Ostatní výsledky experimentů prováděných s touto sondou a různými hyaluronany jsou 
uvedeny v Tab. 5. U vzorků, ve kterých měl hyaluronan koncentraci 1 g·l−1, je vždy znatelný 
skrytý pík, jenž naznačuje úspěšnost lyofilizační metody. Méně koncentrované vzorky sice 
znatelný skrytý pík nemají, nicméně jejich emisní maximum se vždy k menším vlnovým 
délkám posouvá. To naznačuje, že přestože není další Gaussovský pík příliš zřetelný, může se 
ve spektru prodanu vyskytovat o velmi malé intenzitě a mít tak na výsledný sken vliv. Lze 
tedy konstatovat, že data získaná měřením systémů s pomocí prodanu také přinesla kladné 
výsledky, a malé množství sondy fluoreskuje i z hydrofobních domén systému. 
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Tab. 5 Vlnové délky odpovídající emisnímu maximu pro vzorky s různým charakterem 
použitého hyaluronanu a sondou prodanem o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
charakter hyaluronanu λmax. (blank) λmax (lyof.) skrytý pík (lyof.) 
Mw = 106 kDa, c = 1 g·l
−1
 519 nm 510 nm ano 
Mw = 106 kDa, c = 0,1 g·l
−1
 520 nm 509 nm ne 
Mw = 300–500 kDa, c = 1 g·l
−1
 519 nm 515 nm ano 
Mw = 300–500 kDa, c = 0,1 g·l
−1
 519 nm 516 nm ne 
Mw = 1,46 MDa, c = 1 g·l
−1
 519 nm 513 nm ano 
Obr. 24 zobrazuje emisní spektra naměřená u systému, který byl připraven z hyaluronanu 
(Mw = 106 kDa, c = 1 g·l
−1
) s perylenem (c = 5·10−6 mol·l−1). V tomto případě je již intenzita 
fluorescence dostatečným indikátorem pro posouzení účinnosti lyofilizace, jako podpůrného 
procesu pro interakce mezi složkami systému. Jistě i v tomto případě je intenzita fluorescence 
upraveného vzorku částečně snížena o úbytek fluoroforu z průběhu lyofilizace. Ale vzhledem 
k tomu, že z vodného prostředí tato sonda neemituje téměř vůbec, každé zvýšení intenzity 
fluorescence indikuje polohu fluoroforu v hydrofobním prostředí. Z grafu je tedy víc než 
zřejmé, že k interakcím mezi hydrofobními částmi řetězce hyaluronanu a perylenem dochází. 
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Obr. 24 Emisní sken vzorku s hyaluronanem o molekulové hmotnosti 106 kDa a koncentraci 
1 g·l−1 a s perylenem o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
V Tab. 6 jsou shrnuty hodnoty totálních integrálů pro jednotlivé experimenty. Je patrné, že 
totální integrál slepých vzorků je pro všechny případy přibližně stejný a velmi malý. Po 
lyofilizaci pak jeho hodnota vzrostla o řád, což dokazuje žádané interakce. Dále je vidět, že 
vyšší koncentrace hyaluronanu dále zvyšuje intenzitu fluorescence. To je velmi 
pravděpodobně způsobeno tím, že v systému vzniká více hydrofobních domén, které 
poskytují prostor pro fluorescenci perylenu. V podstatě to podporuje i nepříliš jednoznačná 
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data získaná ze vzorků s pyrenem a prodanem. Naopak molekulová hmotnost podle těchto 
naměřených výsledků na účinnost vliv nemá. Ani u měření s pyrenem a prodanem nebyl pro 
molekulovou hmotnost hyaluronanu pozorován žádný trend. 
Tab. 6 Hodnoty totálních integrálů pod fluorescenční křivkou pro vzorky s různým 
charakterem použitého hyaluronanu a sondou perylenem o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
charakter hyaluronanu totální integrál (blank) totální integrál (lyof.) 
Mw = 106 kDa, c = 1 g·l
−1
 4 673 667 50 829 705 
Mw = 106 kDa, c = 0,1 g·l
−1
 4 194 992 24 703 967 
Mw = 300–500 kDa, c = 1 g·l
−1
 5 824 320 59 474 178 
Mw = 300–500 kDa, c = 0,1 g·l
−1
 4 194 992 21 9833 67 
Mw = 1,46 MDa, c = 1 g·l
−1
 7 485 252 54 3436 34 
Mw = 1,46 MDa, c = 0,1 g·l
−1
 4 471 461 35 858 693 
Poslední sondou, která byla použita pro tyto typy experimentů a měření, byl DPH. 
V principu byly sledovány tytéž parametry jako u perylenu. Jedná se také o silně hydrofobní 
sondu, která z vodného prostředí poskytuje téměř nulový signál fluorescence. Intenzita 
fluorescence je tak zcela dostačující informace pro posouzení, zda má lyofilizace na systém 
vliv. Na Obr. 25 je spektrum rehydratovaného lyofilizačního koláče, jež byl připraven 
z hyaluronanu (Mw = 106 kDa, c = 1 g·l
−1
) a DPH (c = 5·10−6 mol·l−1). Z grafu je patrné, že 
po lyofilizaci vzorek poskytuje fluorescenční signál a emituje tedy z prostředí s hydrofobním 
charakterem. Čtvrtá sonda tedy také potvrdila interakce mezi látkami v systému. 
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Obr. 25 Emisní sken vzorku s hyaluronanem o molekulové hmotnosti 106 kDa a koncentraci 
1 g·l−1 a s DPH o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
Tab. 7 shrnuje výsledky měření vzorků s různými molekulovými hmotnostmi 
a koncentracemi hyaluronanu a sondou DPH. U slepých vzorků je totální integrál opět až na 
  
48 
jednu vychýlenou hodnotu přibližně stejný. Stejně jako v předchozím případě s perylenem 
pak intenzita fluorescence upravovaných vzorků vzrostla o jeden řád a potvrdila tím průběh 
interakcí mezi nativním hyaluronanem a hydrofobními látkami připravovanými s pomocí 
lyofilizace. 
Tab. 7 Hodnoty totálních integrálů pod fluorescenční křivkou pro vzorky s různým 
charakterem použitého hyaluronanu a sondou DPH o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
charakter hyaluronanu totální integrál (blank) totální integrál (lyof.) 
Mw = 106 kDa, c = 1 g·l
−1
 1 697 600 31 418 494 
Mw = 106 kDa, c = 0,1 g·l
−1
 2 768 241 37 023 283 
Mw = 300–500 kDa, c = 1 g·l
−1
 3 745 165 64 084 171 
Mw = 300–500 kDa, c = 0,1 g·l
−1
 1 681 555 27 841 382 
Mw = 1,46 MDa, c = 1 g·l
−1
 6 952 773 44 119 516 
Mw = 1,46 MDa, c = 0,1 g·l
−1
 1 464 824 36 118 043 
V další sadě měření byl místo hyaluronanu použitý jiný polymer – alginát sodný. Tyto 
experimenty byly k původnímu konceptu zařazeny proto, aby se zjistilo, zda slibně vypadající 
výsledky s hyaluronanem budou s jinými biopolymery držet trend. Ve vzorcích byly použity 
shodné sondy včetně jejich koncentrací, ale koncentrace polymeru byly kvůli rozpustnosti 
1 g·l−1 a 3 g·l−1. Pro názornost jsou zde uvedeny grafy spekter získaných ze vzorků o vyšší 
koncentraci alginátu (Obr. 26–29). 
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Obr. 26 Emisní a excitační (vložený graf) sken vzorku s alginátem sodným o koncentraci 
3 g·l−1 a s pyrenem o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
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Obr. 27 Emisní sken vzorku s alginátem sodným o koncentraci 3 g·l−1 a s prodanem 
o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
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Obr. 28 Emisní sken vzorku s alginátem sodným o koncentraci 3 g·l−1 a s perylenem 
o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
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Obr. 29 Emisní sken vzorku s alginátem sodným o koncentraci 3 g·l−1 a s DPH o koncentraci 
5·10−6 mol·l−1 
Ve všech čtyřech případech jsou na první pohled zjevné odlišnosti proti experimentům 
s hyaluronanem. V případě vzorku s pyrenem (Obr. 26) je to tvar modré křivky náležící 
lyofilizovanému vzorku. Intenzita třetího píku je mnohem výraznější, než ve všech 
předchozích případech a to má dopad na hodnotu EmPI. Pro tento vzorek klesl EmPI z 1,56 
(pro blank) na hodnotu 1,08 (pro upravovaný vzorek). Z toho vyplývá, že sonda v mnohem 
větší míře fluoreskuje z hydrofobního prostředí. Určení ExPI toto tvrzení jen potvrzuje, 
protože se snížil z 2,04 (pro blank) na 1,38 (pro upravovaný vzorek). Pokles obou polaritních 
indexů je tak mnohem výraznější než u vzorků s hyaluronanem. Na grafu je zajímavé, že 
v oblasti nad 430 nm byl naměřen fluorescenční signál. Tato část spektra je známá jako emise 
tzv. excimeru s maximem při vlnové délce 470 nm. Excimer je komplex v tomto případě 
tvořený pyrenem. Jedná se o dimer vzniklý z jedné molekuly pyrenu v excitovaném stavu 
a druhé v základním [60]. Pro vznik excimeru je nutné, aby byl pyren v dostatečné 
koncentraci a mohly se tak setkat dvě molekuly fluoroforu. Je tedy možné, že se na řetězci 
alginátu místy setkaly dvě molekuly v těsné blízkosti a mohly kolem sebe organizovat 
i samotný polymer (Obr. 31). 
Sken lyofilizovaného vzorku s prodanem (Obr. 27) také doznal změn. U slepého vzorku 
dosahuje emisní spektrum maxima při vlnové délce 517 nm, což opět odpovídá vodnému 
prostředí. Ve spektru upraveného vzorku již ale druhý hydrofobnější pík není skrytý, ale je 
dobře viditelný. Toto spektrum tak dosahuje dvou maxim při vlnových délkách 503 nm 
a 446 nm. Po dekonvoluci by se obě maxima od sebe mírně vzdálila vlivem operace a lze 
předpokládat, že vodný pík by pak skutečně měl maximum kolem 520 nm. Hydrofobní pík lze 
bez provedené dekonvoluce také jen odhadnout (kolem 430 nm). Taková hodnota již 
odpovídá silně hydrofobnímu prostředí. Naměřenou křivku by bylo možné rozložit i na tři 
píky – výrazný vodný pík s maximem při 520 nm, výrazný hydrofobní pík s maximem kolem 
430 nm a mezi nimi jeden méně výrazný pík s maximem kolem 480 nm. Počet píků, na které 
lze fluorescenční spektrum dekonvoluovat je možné odhadnout z měření časově rozlišené 
  
51 
fluorescence. Tato metoda určí počet fluoroforů s různou dobou života excitovaného stavu 
a právě na tolik Gaussovských píků se spektrum rozloží. Jak je uvedeno v kapitole 4.2 
v tomto vzorku byly naměřeny dvě doby života. Proto lze konstatovat, že v tomto případě je 
spektrum složeno ze dvou píků. (Obr. 30) 
 
Obr. 30 Ukázka principu dekonvoluce 
V případě perylenu (Obr. 28) a DPH (Obr. 29) se dle očekávání nezměnil tvar emisních 
spekter, ale jejich intenzita. Totální integrál se tak v obou případech z řádově deseti milionů 
(pro slepý vzorek) zvýšil na stovky milionů (pro vzorek po lyofilizaci). Pro vzorky 
s alginátem sodným o koncentraci 1 g·l−1 jsou tyto změny pro všechny sondy sice o něco 
menší, ale v porovnání se vzorky s hyaluronanem stále výrazné. Zdá se tedy, že tento postup 
je s použitím alginátu sodného účinnější a sondy se na jeho řetězec vážou snadněji. 
 
Obr. 31 Ilustrace interakcí mezi pyrenem (žlutá) a alginátem sodným (modrá) s možným 
vznikem excimerů (červené oblasti) 
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Druhým polymerem, který byl testován na interakce po vzoru hyaluronanu byla 
karboxymethylcelulóza. Byly připraveny vzorky o třech různých molekulových hmotnostech 
(90 kDa, 250 kDa a 700 kDa) a dvou koncentracích (10 g·l−1 a 5 g·l−1) CMC se stejnými 
sondami o koncentraci 5·10−6 mol·l−1. 
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Obr. 32 Emisní a excitační (vložený graf) sken vzorku s karboxymethylcelulózou o 
molekulové hmotnosti 90 kDa a koncentraci 10 g·l−1 a s pyrenem o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
Obr. 32 a Tab. 8 popisují výsledky získané ze vzorků, ve kterých byl jako fluorofor použitý 
pyren. I v případě karboxymethylcelulózy byl na fluorescenčních skenech pozorován excimer. 
Tento komplex se při experimentech s CMC vyskytoval v menší či větší míře v podstatě ve 
všech případech. Sledovaným parametrem ale zůstaly polaritní indexy. Z Tab. 8 se zdá, že 
k žádným výrazným trendům nedocházelo. EmPI ve všech případech mírně kleslo a u blanku 
je přibližně konstantní. ExPI ale klesalo a rostlo bez jakékoli pravidelnosti. Tato data se tedy 
nedají považovat za potvrzující interakce polymeru a sondy. 
Tab. 8 Emisní polaritní indexy a excitační polaritní indexy pro vzorky s různým charakterem 
použité karboxymethylcelulózy a sondou pyrenem o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
charakter 
karboxymethylcelulózy EmPI (blank) EmPI (lyof.) ExPI (blank) ExPI (lyof.) 
Mw = 90 kDa, c = 10 g·l
−1
 1,54 1,45 1,68 1,71 
Mw = 90 kDa, c = 5 g·l
−1
 1,55 1,52 1,90 1,89 
Mw = 250 kDa, c = 10 g·l
−1
 1,55 1,50 1,71 1,61 
Mw = 250 kDa, c = 5 g·l
−1
 1,55 1,34 1,93 1,96 
Mw = 700 kDa, c = 10 g·l
−1
 1,59 1,38 2,00 1,52 
Mw = 700 kDa, c = 5 g·l
−1
 1,57 1,47 2,00 1,62 
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Obr. 33 Emisní sken vzorku s karboxymethylcelulózou o molekulové hmotnosti 90 kDa 
a koncentraci 10 g·l−1 a s prodanem o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
Experimenty s prodanem již ale přinesly slibnější výsledky. Na Obr. 33 je zřetelně vidět 
i druhý Gaussovský pík patřící fluoroforu v hydrofobním prostředí. Tento pík se objevil ve 
všech případech vzorků s prodanem, což je uvedeno v Tab. 9. Z tabulky je také znatelný 
velmi podobný charakter všech vzorků. Maxima emisních skenů prodanu ve slepých vzorcích 
byly vždy okolo 520 nm. Po lyofilizaci se pak tvořily ve spektrech dva píky – jeden 
odpovídající vodnému a jeden hydrofobnějšímu prostředí. Hydrofobní Gaussovský pík je 
svojí intenzitou výraznější než při experimentech s hyaluronanem, ale slabší než v případě 
alginátu sodného.  
Tab. 9 Vlnové délky odpovídající emisnímu maximu pro vzorky s různým charakterem 
použité karboxymethylcelulózy a sondou prodanem o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
charakter karboxymethylcelulózy λmax. (blank) λmax (lyof.) druhý pík (lyof.) 
Mw = 90 kDa, c = 10 g·l
−1
 519 nm 513 nm ano 
Mw = 90 kDa, c = 5 g·l
−1
 518 nm 515 nm ano 
Mw = 250 kDa, c = 10 g·l
−1
 518 nm 513 nm ano 
Mw = 250 kDa, c = 5 g·l
−1
 520 nm 512 nm ano 
Mw = 700 kDa, c = 10 g·l
−1
 519 nm 514 nm ano 
Mw = 700 kDa, c = 5 g·l
−1
 518 nm 515 nm ano 
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Obr. 34 Emisní sken vzorku s karboxymethylcelulózou o molekulové hmotnosti 90 kDa 
a koncentraci 10 g·l−1 a s perylenem o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
Na Obr. 34 jsou zobrazena spektra získaná ze vzorků s CMC (Mw = 90 kDa, c = 10 g·l
−1
) 
a perylenem (c = 5·10−6 mol·l−1). Opět je intenzita vzorku upravovaného lyofilizací (modrá 
křivka) vyšší než velmi slabý signál slepého vzorku (červená křivka). V Tab. 10 je pak patrné, 
že ke vzrůstu intenzity došlo u všech použitých molekulových hmotností a koncentrací 
karboxymethylcelulózy. Intenzita je nižší než u vzorků s alginátem. V porovnání 
s hyaluronanem je naopak intenzita těchto vzorků vyšší, nicméně je třeba uvést, že 
hyaluronan byl používán při jiných koncentracích. Souhrnně lze experiment považovat za 
úspěšný. 
Tab. 10 Hodnoty totálních integrálů pod fluorescenční křivkou pro vzorky s různým 
charakterem použité karboxymethylcelulózy a sondou perylenem o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
charakter karboxymethylcelulózy totální integrál (blank) totální integrál (lyof.) 
Mw = 90 kDa, c = 10 g·l
−1
 16 924 065 92 545 796 
Mw = 90 kDa, c = 5 g·l
−1
 11 084 659 73 430 756 
Mw = 250 kDa, c = 10 g·l
−1
 16 568 393 161 770 856 
Mw = 250 kDa, c = 5 g·l
−1
 9 827 684 123 473 127 
Mw = 700 kDa, c = 10 g·l
−1
 7 913 362 171 696 633 
Mw = 700 kDa, c = 5 g·l
−1
 9 126 189 126 988 624 
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Obr. 35 Emisní sken vzorku s karboxymethylcelulózou o molekulové hmotnosti 90 kDa 
a koncentraci 10 g·l−1 a s DPH o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
Poslední sondou použitou i ve vzorcích s CMC je DPH. Ukázka získaného spektra je na 
Obr. 35 a data ze všech vzorků jsou shrnuty v Tab. 11. U těchto experimentů došlo také 
k nárůstu intenzity u vzorků po lyofilizaci, míra tohoto nárůstu již ale není tak výrazná. Za 
výraznou se dle tabulky dají považovat jen vzorky s molekulovou hmotností CMC 700 kDa. 
Přesto jsou ale výsledky pozitivní. Vzhledem ke všem datům získaným ze stacionární 
fluorescenční spektroskopie lze metodu lyofilizace považovat za úspěšnou a cíl této práce za 
splněný. 
Tab. 11 Hodnoty totálních integrálů pod fluorescenční křivkou pro vzorky s různým 
charakterem použité karboxymethylcelulózy a sondou DPH o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
charakter karboxymethylcelulózy totální integrál (blank) totální integrál (lyof.) 
Mw = 90 kDa, c = 10 g·l
−1
 36 053 430 98 323 463 
Mw = 90 kDa, c = 5 g·l
−1
 17 884 182 41 994 841 
Mw = 250 kDa, c = 10 g·l
−1
 32 540 125 108 670 111 
Mw = 250 kDa, c = 5 g·l
−1
 18 007 347 67 245 123 
Mw = 700 kDa, c = 10 g·l
−1
 8 723 704 127 956 279 
Mw = 700 kDa, c = 5 g·l
−1
 9 126 189 126 988 624 
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4.2 Časově rozlišená fluorescence 
Druhá metoda, kterou byla měřena účinnost lyofilizace, byla časově rozlišená 
fluorescenční spektroskopie. Tímto způsobem bylo zjištěno, z kolika míst s rozdílnými 
fyzikálně-chemickými vlastnostmi jednotlivé sondy fluoreskovaly, v jakém poměru a jaká je 
doba života jejich excitovaného stavu. Vzorky připravené výše popsaným způsobem byly na 
fluorimetru Fluorocube proměřeny ihned po dokončení měření na fluorimetru pro stacionární 
fluorescenci. Bylo tedy opět měřeno se sondami (pyren, prodan, perylen a DPH) 
o koncentraci 5·10−6 mol·l−1. První použitý polymer byl hyaluronan o koncentraci 1 g·l−1 pro 
všechny tři molekulové hmotnosti (Mw = 106 kDa, 300–500 kDa a 1,46 MDa). Výsledky byly 
opět porovnávány se slepými vzorky totožných systémů, jež neprošly lyofilizací. 
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Obr. 36 Spektrum časově rozlišené fluorescence vzorku s hyaluronanem o molekulové 
hmotnosti 106 kDa a koncentraci 1 g·l−1 a s pyrenem o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
Na Obr. 36 je spektrum časově rozlišené fluorescence získané ze vzorku s pyrenem 
a hyaluronanem (Mw = 106 kDa). Modrá křivka, která náleží lyofilizovanému vzorku, je 
v porovnání s červenou křivkou (slepý vzorek) značně odlišná. Při vyhodnocování získaných 
dat se ukázalo, že slepý vzorek je lepší proložit dvouexponenciální křivkou. Ve vzorku se 
tedy pyren vyskytoval ve dvou odlišných prostředích. Pouhá tři procenta fluoroforu měla 
dobu života 9,04 ns. Převážná část pyrenu (97 %) však měla dobu života mnohem vyšší, a to 
126,68 ns. Tato doba života, jak vyplývá i z Tab. 3, patří pyrenu, jenž fluoreskuje z vody. 
U lyofilizovaného vzorku bylo naměřenou křivku vhodnější proložit tříexponenciální křivkou. 
Z vodného prostředí poté s dobou života 123,49 ns svítilo jen 41 % přítomného fluoroforu. 
Zbylé dva časy byly mnohem kratší, a to 22,35 ns (14 %) a 1,18 ns (45 %). Je tedy jasné, že 
pyren svítí z prostředí s jiným charakterem a v systému došlo lyofilizací ke změnám. 
Vzhledem k tomu, že takto krátké časy nejsou porovnatelné s časy nalezenými pro hydrofobní 
prostředí typu cyklohexan apod. (Tab. 3), není jasné, jaký charakter okolí pyrenu má. 
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Tab. 12 následně shrnuje naměřená data ze vzorků s jinou molekulovou hmotností 
hyaluronanu, včetně té, která byla diskutována u Obr. 36. Doby života jsou pro slepé vzorky 
velmi podobné. Stejně tak lyofilizované vzorky mají řádově stejné doby života excitovaných 
stavů i jejich počet. Mírně se liší jednotlivým zastoupením, to může být ale způsobeno různou 
účinností lyofilizačního procesu pro vzorky s různou délkou řetězce polymeru. 
Tab. 12 Naměřené hodnoty dob života pyrenu pro vzorky s různým charakterem použitého 
hyaluronanu a sondou o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
charakter hyaluronanu τ (blank) zastoupení τ (lyof.) zastoupení 
Mw = 106 kDa, c = 1 g·l
−1
 
9,04 ns 
126,68 ns 
3 % 
97 % 
1,18 ns 
22,35 ns 
123,49 ns 
45 % 
14 % 
41 % 
Mw = 300–500 kDa, c = 1 g·l
−1
 126,74 ns 100 % 
1,17 ns 
11,69 ns 
118,22 ns 
71 % 
8 % 
21 % 
Mw = 1,46 MDa, c = 1 g·l
−1
 
10,85 ns 
127,53 ns 
3 % 
97 % 
1,98 ns 
28,61 ns 
131,09 ns 
7 % 
19 % 
74 % 
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Obr. 37 Spektrum časově rozlišené fluorescence vzorku s hyaluronanem o molekulové 
hmotnosti 106 kDa a koncentraci 1 g·l−1 a s prodanem o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
Druhou sondou použitou pro tato měření byl prodan, jehož časově rozlišené fluorescenční 
spektrum je na Obr. 37. Podobně, jako v předchozím případě je na první pohled jasný rozdíl 
spektra pro slepý a lyofilizovaný vzorek. V případě, kdy byl použitý hyaluronan 
o molekulové hmotnosti 106 kDa, bylo spektrum blanku dvouexponenciální a doby života 
získané z tohoto spektra byly 0,64 ns (51 %) a 1,92 ns (49 %). Toto zastoupení je 
charakteristické pro prodan rozpuštěný ve vodě. Byl-li tento vzorek upraven lyofilizací, 
změnila se naměřená křivka na tříexponenciální. V tomto systému měla největší zastoupení 
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doba života 0,01 ns, ale takto krátký čas náleží rozptýlenému světlu. Vzorek byl tedy 
neznatelně zakalen, ale přístroj tento velmi slabý zákal naměřil. Zbylé dvě doby života již 
náleží fluorescenční sondě. Ze 12 % byl naměřen čas 0,95 ns a z 11 % pak 2,79 ns. Část lze 
i vzhledem k výsledkům ze stacionární fluorescence přisuzovat opět vodě. Časy jsou ale více 
odlišné než u blanku a proto může jít o prodan navázaný na hydrofobních částech 
hyaluronového řetězce. Pravděpodobně půjde o kombinaci těchto dvou emisních příspěvků. 
Data naměřená pro všechny molekulové hmotnosti hyaluronanu jsou uvedena v Tab. 13. 
Pro všechny případy se trend příliš nemění. U slepého vzorku s molekulovou hmotností 
hyaluronanu 1,46 MDa byl naměřen velmi slabý signál fluoroforu s dobou života 6,20 ns. Šlo 
pravděpodobně o nečistotu, která se do vzorku mohla dostat v průběhu jeho přípravy. 
Všechny tři lyofilizované systémy pak vykazovaly velkou dávku rozptýleného záření 
a fluorofor svítící ze dvou různých prostředí. Lze říci, že se výsledky jeví slibně a že ve všech 
upravovaných vzorcích došlo ke změnám polohy fluorescenční sondy. 
Tab. 13 Naměřené hodnoty dob života prodanu pro vzorky s různým charakterem použitého 
hyaluronanu a sondou o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
charakter hyaluronanu τ (blank) zastoupení τ (lyof.) zastoupení 
Mw = 106 kDa, c = 1 g·l
−1
 
0,64 ns 
1,92 ns 
51 % 
49 % 
0,01 ns 
0,95 ns 
2,79 ns 
77 % 
12 % 
11 % 
Mw = 300–500 kDa, c = 1 g·l
−1
 
0,6 ns 
2,00 ns 
55 % 
45 % 
0,02 ns 
1,04 ns 
3,54 ns 
74 % 
17 % 
9 % 
Mw = 1,46 MDa, c = 1 g·l
−1
 
0,62 ns 
1,88 ns 
6,20 ns 
48 % 
50 % 
2 % 
0,02 ns 
0,87 ns 
2,61 ns 
75 % 
14 % 
11 % 
Následně byly měřeny vzorky s perylenem a hyaluronanem. Na Obr. 38 je získané 
spektrum pro vzorek, kde měl použitý hyaluronan molekulovou hmotnost 106 kDa. Červená 
(blank) a modrá (upravený vzorek) křivka se v tomto případě již tolik neliší. Křivky se z velké 
části překrývají a modrá se od červené odklání až nad kanály za hodnotou 200. V obou 
případech je spektrum proloženo tříexponenciální křivkou. Zhruba ze 70 % se jedná 
o rozptýlené záření a zbylých 30 % je pak rozděleno mezi sondu ve dvou odlišných 
prostředích. Doby života, které byly získány z blanku i lyofilizovaného vzorku jsou více méně 
totožné a liší se pouze svým zastoupením. U slepého vzorku měly fluorofory dobu života 
3,18 ns (13 %) a 6,90 ns (19 %). Když byl vzorek upraven lyofilizačním procesem, naměřené 
doby života byly obdobné, ale jejich poměr se otočil. Kratší době života pak náleželo 24 % 
a delší 8 %. V případě perylenu by z principu u blanku neměla být žádná fluorescence ani 
doba života naměřená. Přísun fotonů byl při měření slepých vzorků tak pomalý, že proti 
měření upravených vzorků trvalo mnohonásobně déle. Přesto byly nějaké výsledky získány 
a lze odhadovat, že díky obratu poměru získaných dob života opět došlo k navázání sondy na 
polymer. Získané časy vzhledem k Tab. 3 hydrofobním oblastem odpovídají. 
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Obr. 38 Spektrum časově rozlišené fluorescence vzorku s hyaluronanem o molekulové 
hmotnosti 106 kDa a koncentraci 1 g·l−1 a s perylenem o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
Tab. 14 shrnuje naměřené doby života pro všechny vzorky s perylenem. Nízkomolekulární 
hyaluronan a hyaluronan se střední molekulovou hmotností vykazují stejný trend jak 
v časech, tak v jejich poměrech. U vysokomolekulárního jsou časy sice totožné, ale poměr je 
opačný. Ve slepém vzorku převažuje kratší čas a v upraveném lyofilizací ten delší. Důvod 
nebyl zcela objasněn. Ale vzhledem k rozdílu doby měření mezi blankem a lyofilizovaným 
vzorkem a změnám u získaných dob života excitovaných stavů lze říci, že i experimenty 
s perylenem dokazují interakce hydrofobní sondy s hyaluronanem. 
Tab. 14 Naměřené hodnoty dob života perylenu pro vzorky s různým charakterem použitého 
hyaluronanu a sondou o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
charakter hyaluronanu τ (blank) zastoupení τ (lyof.) zastoupení 
Mw = 106 kDa, c = 1 g·l
−1
 
0,05 ns 
3,18 ns 
6,90 ns 
68 % 
13 % 
19 % 
0,05 ns 
3,91 ns 
7,29 ns 
68 % 
24 % 
8 % 
Mw = 300–500 kDa, c = 1 g·l
−1
 
0,05 ns 
3,08 ns 
7,33 ns 
75 % 
11 % 
14 % 
0,05 ns 
3,44 ns 
6,52 ns 
62 % 
27 % 
11 % 
Mw = 1,46 MDa, c = 1 g·l
−1
 
0,05 ns 
3,77 ns 
7,79 ns 
63 % 
22 % 
15 % 
0,05 ns 
3,55 ns 
6,99 ns 
68 % 
20 % 
12 % 
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Čtvrtou sondou, jež byla využita pro sledování chování těchto systémů, byl DPH. Časově 
rozlišené fluorescenční spektrum získané pro tento fluorofor je na Obr. 39. Rozdíly mezi 
oběma křivkami jsou oproti podobné sondě perylenu výraznější, přesto byly obě křivky 
vyhodnoceny jako tříexponenciální. Naměřené doby života pro slepý vzorek byly 0,62 ns 
(20 %), 3,48 ns (49 %) a 11,80 ns (31 %). Naměření této křivky trvalo mnohem déle, než 
získání křivky z lyofilizovaného vzorku. DPH se tedy vyskytovalo v prostředí, ve kterém není 
rozpustné a počet excitovaných molekul je v daném časovém úseku velmi malý. Po úpravě 
vzorku lyofilizací již měření trvalo velmi krátce a sonda byla pravděpodobně solubilizovaná 
v hydrofobnějším prostředí. Doby života byly řádově podobné, jen jejich poměry se mírně 
změnily. Byly získány hodnoty 0,36 ns (8 %), 4,15 (41 %) a 10,00 (51 %). 
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Obr. 39 Spektrum časově rozlišené fluorescence vzorku s hyaluronanem o molekulové 
hmotnosti 106 kDa a koncentraci 1 g·l−1 a s DPH o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
V Tab. 15 jsou uvedeny doby života a jejich poměry i pro zbylé dvě molekulové hmotnosti 
hyaluronanu. Byly potvrzeny trendy, jež ukázaly výsledky pro nízkomolekulární hyaluronan. 
Je jisté, že ve zkoumaném systému proti slepému vzorku došlo ke změnám v poloze 
a rozpustnosti fluoroforu. Data naměřená v této sadě měření tedy potvrdila úspěšnost 
lyofilizačního procesu pro účely solubilizace hydrofobních látek na řetězci hyaluronanu.  
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Tab. 15 Naměřené hodnoty dob života DPH pro vzorky s různým charakterem použitého 
hyaluronanu a sondou o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
charakter hyaluronanu τ (blank) zastoupení τ (lyof.) zastoupení 
Mw = 106 kDa, c = 1 g·l
−1
 
0,62 ns 
3,48 ns 
11,80 ns 
20 % 
49 % 
31 % 
0,36 ns 
4,15 ns 
10,00 ns 
8 % 
41 % 
51 % 
Mw = 300–500 kDa, c = 1 g·l
−1
 
0,53 ns 
3,34 ns 
10,57 ns 
20 % 
47 % 
33 % 
1,27 ns 
5,62 ns 
14,74 ns 
12 % 
75 % 
13 % 
Mw = 1,46 MDa, c = 1 g·l
−1
 
0,41 ns 
2,42 ns 
10,80 ns 
27 % 
49 % 
24 % 
0,37 n 
4,23 ns 
9,88 ns 
9 % 
46 % 
45 % 
Ve druhé části experimentů bylo pracováno s alginátem sodným namísto hyaluronanu. 
Alginát měl ve všech vzorcích koncentraci 3 g∙l−1. Měření bylo opakováno pro všechny čtyři 
sondy (Tab. 16). V případě pyrenu bylo dosaženo podobných dob života jako u experimentů 
s hyaluronanem. Po lyofilizaci ale z vodného prostředí fluoreskuje pouhých 23 % fluoroforu 
a mnohem větší část se tedy dostane do prostředí, ve kterém má sonda dobu života 5,28 ns 
a 22,00 ns. Také experimenty s prodanem dopadly stejně. U obou vzorků, blanku 
i upraveného, byla část naměřené fluorescence způsobena rozptylem (u lyofilizovaného 
vzorku až 81 %). Ve slepém vzorku prodan vzhledem k naměřeným časům fluoreskoval 
z vodného prostředí, zatímco po lyofilizaci se přemístil do hydrofobních oblastí. U vzorků, jež 
obsahovaly perylen, byl naměřen v podstatě jenom rozptyl. Přesto byly při vyhodnocování 
získány i další dvě doby života. Fluorofory s těmito dobami života se ale vyskytovaly ve 
stopovém množství (hodnoty v procentech jsou zaokrouhlovány). Ze slepého vzorku s DPH 
a alginátem byla získána velmi dlouhá doba života 82,86 μs a to z 91 %. Mohlo jít o nečistotu, 
jež se do vzorku dostala v průběhu přípravy a jež měla fluorescenční vlastnosti. Pomineme-li 
tento údaj, jsou výsledky také velmi podobné těm, které byly naměřeny u hyaluronanu. 
Tab. 16 Naměřené hodnoty dob života pro vzorky s alginátem sodným o koncentraci 3 g·l−1 
a sondami o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
fluorescenční sonda τ (blank) zastoupení τ (lyof.) zastoupení 
pyren 
6,22 ns 
47,43 ns 
139,91 ns 
4 % 
6 % 
90 % 
5,28 ns 
22,00 ns 
128,76 ns 
54 % 
23 % 
23 % 
prodan 
0,07 ns 
0,70 ns 
2,02 ns 
11,01 ns 
25 % 
38 % 
35 % 
2 % 
0,03 ns 
1,06 ns 
2,92 ns 
81 % 
10 % 
9 % 
perylen 
0,01 ns 
1,64 ns 
5,70 ns 
100 % 
0 % 
0 % 
0,01 ns 
2,80 ns 
5,50 ns 
100 % 
0 % 
0 % 
DPH 
0,55 ns 
2,57 ns 
8,26 ns 
82,86 μs 
2 % 
4 % 
3 % 
91 % 
0,39 ns 
1,93 ns 
6,96 ns 
28,12 ns 
10 % 
22 % 
64 % 
4 % 
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Třetím polymerem testovaným na interakce s hydrofobními fluorescenčními sondami byla 
karboxymethylcelulóza. Výsledky získané z měření vzorků s karboxymethylcelulózou 
o molekulové hmotnosti 250 kDa a koncentrací 10 g∙l−1 jsou pro jednotlivé sondy shrnuty 
v Tab. 17. Data naměřená u vzorků s pyrenem tentokrát nenaznačují, že by k žádaným 
interakcím docházelo. Jak u blanku (87 %), tak u lyofilizovaného vzorku (96 %) je drtivá 
převaha fluoroforu s dobou života odpovídající vodnému prostředí. Časově rozlišená 
fluorescenční měření tak potvrzují nepřesvědčivé výsledky ze stacionárního fluorimetru. Ani 
měření s prodanem nepřineslo pozitivní výsledky. Slepý vzorek vykazoval spíše doby života 
sondy svítící z hydrofobních oblastí, a vzorek upravený lyofilizací naopak vykazoval chování 
pyrenu ve vodě. Další sondou byl perylen a také v tomto případě se zdá, že k žádným velkým 
změnám nedošlo. Pomineme-li dvě velmi krátké doby života pro blank a upravený vzorek, 
poměr zbylých dvou časů se po lyofilizaci téměř nezměnil. Pouze u vzorků s DPH se zdá, že 
výsledky přibližně drží trend, který vykazovaly vzorky s hyaluronanem a alginátem sodným. 
Obecně lze ale říci, že časově rozlišená fluorescenční měření nepotvrdila interakce mezi 
karboxymethylcelulózou a sondami. 
Tab. 17 Naměřené hodnoty dob života pro vzorky s karboxymethylcelulózou o molekulové 
hmotnosti 250 kDa a koncentraci 10 g·l−1 a sondami o koncentraci 5·10−6 mol·l−1 
fluorescenční sonda τ (blank) zastoupení τ (lyof.) zastoupení 
pyren 
9,02 ns 
137,23 ns 
13 % 
87 % 
3,97 ns 
138,01 ns 
4 % 
96 % 
prodan 
0,04 ns 
1,16 ns 
4,02 ns 
50 % 
25 % 
15 % 
0,68 ns 
2,03 ns 
7,74 ns 
48 % 
50 % 
2 % 
perylen 
0,05 ns 
3,42 ns 
6,21 ns 
45 % 
34 % 
21 % 
0,20 ns 
2,56 ns 
8,06 ns 
27 % 
43 % 
30 % 
DPH 
0,22 ns 
1,66 ns 
5,92 ns 
16,04 ns 
13 % 
27 % 
49 % 
11 % 
0,40 ns 
2,49 ns 
8,94 ns 
22 % 
50 % 
28 % 
4.3 Elektroforetický rozptyl světla 
Stabilita vzorků byla posuzována pomocí měření zeta potenciálu, jenž byl měřen metodou 
ELS. Měření bylo využito pro všechny polymery použité v této práci a byly mezi s sebou 
porovnávány vzorky upravené lyofilizací se slepými vzorky. 
V první řadě experimentů bylo pracováno s hyaluronanem. Postupně byly pro měření 
připraveny vzorky z hyaluronanu o molekulové hmotnosti 106 kDa, poté 300–500 kDa 
a nakonec 1,46 MDa. Ve všech třech případech byla koncentrace hyaluronanu ve vzorcích 
1 g·l−1 a sondy použité pro jednotlivé vzorky byly pyren, prodan, perylen a DPH. Koncentrace 
sond byla 5·10−6 mol·l−1. 
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Tab. 18 Naměřené hodnoty zeta potenciálu pro vzorky s hyaluronanem o různých 
molekulových hmotnostech 
hyaluronan 
Mw = 106 kDa          
c = 1 g∙l−1 
Mw = 300–500 kDa  
c = 1 g∙l−1 
Mw = 1,46 MDa       
c = 1 g∙l−1 
typ vzorku ζ (mV) ζ (mV) ζ (mV) 
pyren (slepý vzorek) −47,17 −38,67 −52,57 
pyren −46,70 −55,43 −47,80 
prodan (slepý vzorek) −46,00 −37,73 −41,03 
prodan −44,63 −54,37 −47,07 
perylen (slepý vzorek) −47,30 −38,40 −41,87 
perylen −49,60 −52,47 −51,40 
DPH (slepý vzorek) −41,97 −33,00 −46,30 
DPH −38,10 −44,27 −43,37 
V Tab. 18 jsou shrnuty naměřené hodnoty zeta potenciálů pro jednotlivé vzorky. Jedná se 
o průměrné hodnoty ze tří měření pro každý vzorek. U všech vzorků byl zeta potenciál nižší, 
než je hraniční hodnota −30 mV a lze tedy konstatovat, že se jedná o vzorky stabilní 
a neinklinující k flokulaci. Ve většině případů se zeta potenciál lyofilizovaného vzorku proti 
nelyofilizovanému snížil a jeho stabilita tedy touto úpravou vzrostla. Tomuto tvrzení nejlépe 
vyhovují vzorky s hyaluronanem o molekulové hmotnosti 300–500 kDa. U vzorků 
s nízkomolekulárním hyaluronanem tomu tak ale není až na vzorek s perylenem, kterému se 
stabilita zvýšila jako jedinému. Vzorkům s pyrenem a DPH obvykle stabilita po lyofilizačním 
procesu klesla. 
Ve všech vzorcích se jednalo o zeta potenciál dosti záporný. Z toho je možné usoudit, že 
karboxylové skupiny na řetězci nejsou obsazeny a jejich fyziologická funkce tak zůstává 
zachována.  
Tab. 19 Naměřené hodnoty zeta potenciálu pro vzorky s alginátem sodným  
alginát sodný c = 3 g∙l−1 
typ vzorku ζ (mV) 
pyren (slepý vzorek) −24,53 
pyren −62,17 
prodan (slepý vzorek) −53,23 
prodan −57,40 
perylen (slepý vzorek) −56,60 
perylen −61,53 
DPH (slepý vzorek) −49,87 
DPH −57,40 
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Další sada vzorků byla připravena s alginátem sodným o koncentraci 3 g∙l−1 namísto 
hyaluronanu. Použité sondy i jejich koncentrace byly shodné s experimenty s hyaluronanem. 
Jednalo se o pyren, prodan, perylen a DPH o koncentraci 5·10−6 mol·l−1. Naměřené výsledky 
jsou uvedeny v Tab. 19. U těchto vzorků lze ve všech případech pozorovat zvýšení stability 
při použití lyofilizace jako podpory interakcí mezi polymerem a hydrofobními sondami. Slepý 
vzorek s pyrenem dokonce vykazuje nestabilní chování se sklonem k flokulaci. To je ale spíše 
chyba měření, protože jde o výrazný odklon od ostatních hodnot jak v porovnání s ostatními 
sondami, tak v porovnání s druhými dvěma využívanými polymery. 
Třetí skupina experimentů byla provedena s karboxymethylcelulózou jako polymerním 
řetězcem potencionálně nesoucím fluorescenční sondy. CMC byla o třech různých 
molekulových hmotnostech – 90 kDa, 250 kDa a 700 kDa. V prvních dvou případech bylo 
pracováno s CMC o koncentraci ve vzorku 10 g∙l−1. Pro vysokomolekulární CMC již bylo 
nutné pracovat v poloviční koncentraci 5 g∙l−1, jelikož hustota vzorků by byla příliš vysoká. 
Manipulace se vzorky by tak byla obtížná a navíc mohou být při vyšší hustotě ovlivněny 
i výsledky měření na ELS. 
Tab. 20 Naměřené hodnoty zeta potenciálu pro vzorky s karboxymethylcelulózou o různých 
molekulových hmotnostech 
karboxymethylcelulóza 
Mw = 90 kDa          
c = 10 g∙l−1 
Mw = 250 kDa        
c = 10 g∙l−1 
Mw = 700 kDa        
c = 5 g∙l−1 
typ vzorku ζ (mV) ζ (mV) ζ (mV) 
pyren (slepý vzorek) −29,47 −42,23 −44,80 
pyren −40,87 −39,53 −43,93 
prodan (slepý vzorek) −30,70 −40,80 −44,60 
prodan −38,80 −42,70 −48,67 
perylen (slepý vzorek) −32,63 −40,30 −45,87 
perylen −41,43 −43,97 −50,27 
DPH (slepý vzorek) −24,30 −37,77 −38,83 
DPH −38,10 −39,67 −43,43 
Jak je zřejmé z Tab. 20 kromě dvou vzorků opět stabilita lyofilizovaných systémů vzrostla 
proti těm nelyofilizovaným. Jedinými dvěma výjimkami jsou vzorky s pyrenem a CMC 
o molekulové hmotnosti 250 kDa a 700 kDa. Rozdíly zeta potenciálů u těchto vzorků jsou 
velmi malé a je tedy možné, že jde o chybu měření. U ostatních vzorků zeta potenciál klesl 
poměrně výrazně. Vzhledem ke všem dosaženým výsledkům metodou ELS lze konstatovat, 
že u systémů hydrofilních polymerů a hydrofobních fluorescenčních sond má lyofilizační 
proces pozitivní vliv na stabilitu takto připravených koloidních soustav. 
4.4 Analytika lyofilizačních koláčů 
4.4.1 Efluenční plynová analýza 
Jak již bylo psáno, fluorescenční sondy poskytují lepší fluorescenční signál z hydrofobního 
prostředí. V průběhu přípravy systému nativní hyaluronan-fluorofor byla jako rozpouštědlo 
využita směs vody a TBA v poměru 4:1. Použitý TBA v případě nedokonalého lyofilizačního 
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vysoušení mohl zkreslit nadějně vypadající výsledky fluorescenčních měření. Proto byly 
připraveny lyofilizační koláče, jež byly analyzovány na přítomnost tohoto ko-rozpouštědla. 
Experimenty byly provedeny na koláčích připravených z hyaluronanu o molekulové 
hmotnosti 300–500 kDa a koncentraci 1 g·l−1. Sondy využité v této sadě měření byly pyren, 
prodan a perylen. Výběr sondy již v tomto případě nehrál stěžejní roli, jelikož všechny mají 
v porovnání s tercbutanolem vysokou teplotu tání i varu. Neovlivnily tak získaná infračervená 
spektra, která byla porovnávána právě s IČ spektrem tercbutanolu. 
Na Obr. 40 je naměřené IČ spektrum čistého tercbutanolu. Spektrum lze rozdělit na oblast 
skupinových reakcí (4000–1500 cm−1) a takzvanou oblast otisků prstů (1500–670 cm−1). 
Nejvýraznější pík v tomto spektru při vlnočtu 2985 cm−1 patří alkoholové skupině −OH 
v molekule tercbutanolu. Větší množství drobnějších píků mezi vlnočty 1500–800 cm−1 pak 
odpovídá třem methylovým skupinám −CH3 (zejména pík kolem vlnočtu 1375 cm
−1), ale také 
vazbě mezi atomem kyslíku a terciárním uhlíkem C−O při vlnočtu 1140 cm−1 [77, 78]. 
 
Obr. 40 Infračervené spektrum tercbutanolu 
Infračervená spektra, která byla naměřena pro lyofilizační koláče znázorňují Obr. 41–43. 
Již na první pohled jsou spektra od Obr. 40 značně odlišná. V žádném ze tří zde uvedených 
spekter nejsou píky typické pro přítomnost tercbutanolu, jež byly popsány výše. V těchto 
grafech se namísto toho objevují píky při zcela jiných vlnočtech a jejich intenzita je velice 
slabá. Dva shluky píků v oblastech vlnočtů 4000–3500 cm−1 a 1400–1800 cm−1 jsou typické 
pro infračervené spektrum vody. Pík o vlnočtu 2345 cm−1 a velmi malé intenzitě zase 
odpovídá oxidu uhličitému [78]. Výsledky tedy naznačují, že při zahřívání na 95 °C se 
z koláčů více či méně uvolňoval oxid uhličitý a vodní pára, zatímco přítomnost TBA 
prokázána nebyla. Je ale nutné brát v úvahu možnost, že TBA v lyofilizačních koláčích byl, 
ale v tak malém množství, že byl pod detekčním limitem přístroje. Přesto toto měření přineslo 
relativně kladné výsledky. 
  
66 
 
Obr. 41 Infračervené spektrum par uvolněných z lyofilizačního koláče s f. sondou pyrenem 
 
Obr. 42 Infračervené spektrum par uvolněných z lyofilizačního koláče s f. sondou prodanem 
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Obr. 43 Infračervené spektrum par uvolněných z lyofilizačního koláče s f. sondou perylenem 
4.4.2 Skenovací elektronový mikroskop 
Druhý způsob, kterým byl analyzován lyofilizační koláč, byla skenovací elektronová 
mikroskopie. Tato analytická metoda umožňuje mapování povrchu a také prvkovou analýzu 
sledované oblasti. Vzorek připravený k tomuto experimentu byl připraven s hyaluronanu 
o molekulové hmotnosti 300–500 kDa a koncentraci 1 g·l−1 s fluorescenční sondou 
merocyaninem 540. Nejprve bylo pořízeno několik fotografií povrchu koláče o různém 
zvětšení a poté byly vybrány oblasti na snímku, jež byly posouzeny z hlediska prvkového 
složení. Zde jsou uvedeny vybrané reprezentativní snímky. 
Na Obr. 44 je 150-krát zvětšený povrch lyofilizačního koláče. Prvková analýza zde byla 
provedena pro celý snímek (vybraná fialová oblast), aby bylo známo celkové složení 
materiálu. Z grafu je zřejmé, že nejvíce je zastoupen uhlík (65,02 %hm.) a kyslík 
(33,30 %hm.). Ty jsou zde v takové míře zastoupeny logicky, vzhledem k chemické struktuře 
hyaluronanu. Ve velmi malé míře byl pozorován sodík a chlor (dohromady 1,62 %hm.). 
Kromě kationtů sodíku v molekule hyaluronanu se mohlo jednat o nečistoty z průběhu výroby 
hyaluronanu, kdy je využíváno NaCl. Velmi zajímavá byla přítomnost křemíku, i když jen ve 
velmi malém množství (0,06 %hm.), která nebyla vysvětlena. Naproti tomu byla ve spektru 
postrádána přítomnost atomů síry, které jsou obsaženy v molekule merocyaninu 540. 
Vzhledem k tomu, že se v tomto případě jednalo o analýzu celého snímku, byly pořízeny 
i fotografie s větším zvětšením a prvková analýza byla pořízena pro „světlejší“ a „tmavší“ 
oblasti. 
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Obr. 44 Fotografie 150-krát zvětšeného povrchu lyofilizačního koláče ze SEM a prvková 
analýza vybrané oblasti fotografie (fialový rám) 
 
Obr. 45 Fotografie 4000-krát zvětšeného povrchu lyofilizačního koláče ze SEM a prvková 
analýza vybrané oblasti fotografie (fialový rám) 
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Fotografie a prvková analýza pořízené pro „tmavší“ oblast lyofilizačního koláče jsou na 
Obr. 45. Tento snímek je zvětšen 4000-krát a jednotlivá vlákna polymeru jsou tak lépe 
zřetelná. Prvky, které se podařilo stanovit v této oblasti, byly pouze uhlík (90, %hm.) a kyslík 
(9,99 %hm.). Tato vybraná oblast byla tedy pravděpodobně zastoupena pouze hyaluronanem.  
Třetí snímek na Obr. 46 reprezentuje 4000-krát zvětšený povrch zkoumaného koláče. Na 
fotografii jsou znovu zřetelně vidět vlákna hyaluronanu. Na řetězcích se ale vyskytují dobře 
viditelné „kuličky“. Tyto kuličky jsou pravděpodobně naškvařené oblasti řetězců, které takto 
degradovaly v průběhu práce se vzorkem na SEM. Přesto byly tyto světlé oblasti podrobeny 
prvkové analýze. Ta poskytla velmi podobné výsledky jako u prvního snímku na Obr. 44. 
Uhlík (78,97 % hm.) a kyslík (12,33 %hm.) byly zastoupeny největší měrou, zatímco sodík 
(3,81 %hm.) a chlor (0,38 %hm.) se vyskytovaly velmi málo. Tentokrát byl odhalen v nemalé 
míře i dusík (4,19 %hm.), který je součástí molekuly hyaluronanu i merocyaninu 540. Síra 
ovšem opět naměřena nebyla, namísto ní se zde znovu vyskytoval křemík (0,32 %hm.). 
Na závěr byla pořízena i velmi detailní fotografie jedné „kuličky“ zvětšená 6000-krát 
(Obr. 47). Na kuličce jsou velmi jasné drobné oblasti, z nichž jedna byla zanalyzována. 
Výsledky přinesly následující hodnoty. Uhlík (68,35 %hm.) a kyslík (16,18 %hm.) dle 
očekávání dominovaly přítomným prvkům. Sodík a chlor obsadily 10,73 %hm. pozorovaného 
povrchu, následoval dusík (3,66 %hm.) a křemík (0,35 %hm.). K již pozorovaným prvkům 
ale přibyly další dva – fluor (0,61 %hm.) a fosfor (0,12 %hm.). Mohlo se jednat o nečistoty ve 
vzorku, jinak nebyla přítomnost těchto prvků interpretována. 
 
Obr. 46 Fotografie 4000-krát zvětšeného povrchu lyofilizačního koláče ze SEM a prvková 
analýza vybrané oblasti fotografie (fialový rám) 
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Obr. 47 Fotografie 6000-krát zvětšeného povrchu lyofilizačního koláče ze SEM a prvková 
analýza vybrané oblasti fotografie (fialový rámeček) 
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5 ZÁVĚR 
Metodou lyofilizace byly připraveny nosičové systémy složené z nativního hyaluronanu 
a hydrofobních fluorescenčních sond. Tento způsob přípravy byl zvolen pro podpoření 
vzájemných interakcí, k nimž za normálních podmínek nedochází. 
Vlastnosti takto připravených systémů byly zkoumány několika měřícími metodami. 
Fluorescenční spektrometrie ukázala, že lyofilizační metoda byla účinná a došlo k navázání 
hydrofobních látek na nemodifikovaný řetězec hyaluronanu. Byly sledovány pro každou 
sondu charakteristické vlastnosti fluorescenčních spekter, pomocí kterých je možné určit 
hydrofobicitu prostředí, ze kterého fluoreskují. Byla hodnocena intenzita fluorescence 
upraveného vzorku vzhledem ke vzorku slepému, jenž lyofilizován nebyl. U sond, pro něž 
existuje vhodnější indikátor (pyren – hodnota EmPI a ExPI, prodan – vlnová délka při 
maximu intenzity fluorescence a počet píků ve spektru), byly hodnoceny i tyto parametry. 
U většiny vzorků byla pozorována změna žádané vlastnosti. 
Dále byla účinnost lyofilizace hodnocena měřením časově rozlišené fluorescenční 
spektrometrie. Byly získány počty fluoroforů v jednotlivých vzorcích, jejich procentuální 
zastoupení a doby života excitovaných stavů. Stejně jako v případě stacionární fluorescence 
přineslo toto měření pozitivní výsledky, které lze označit jako potvrzující interakce 
fluorescenčních sond s hydrofobními oblastmi na řetězci hyaluronanu. 
Kromě účinnosti lyofilizační metody byla hodnocena také stabilita připravovaných 
systému. Ta byla určována pomocí zeta potenciálu, který byl měřen elektroforetickým 
rozptylem světla. Stabilitu vykazovaly v podstatě všechny vzorky včetně slepých. 
Lyofilizované systémy však dosahovaly nižších hodnot zeta potenciálu a vůči flokulaci byly 
tedy odolnější, než systémy neupravované. Míra negativního náboje navíc svědčí o tom, že 
karboxylové skupiny na řetězci hyaluronanu zůstaly neobsazeny a polymer si tak zachoval 
svoje fyziologické vlastnosti. 
Protože v průběhu přípravy nosičových systémů byl jako ko-rozpouštědlo používaný TBA, 
bylo nutné analytickými metodami vyvrátit jeho přítomnost ve vzorcích po lyofilizaci. 
Efluenční plynová analýza spojená s FT-IR spektrometrií TBA neodhalila. Buď byl během 
lyofilizace veškerý TBA ze směsi odstraněn, nebo byl pod detekčním limitem FT-IR přístroje. 
Povrch lyofilizačních koláčů byl zkoumán skenovacím elektronovým mikroskopem. 
Charakter koláče byl vláknitý a porézní. Bylo studováno i prvkové složení materiálu. Nejvíce 
byly zastoupeny uhlík a kyslík (organický charakter hyaluronanu), dále sodík a chlor 
(pozůstatky z výroby hyaluronanu) a prvky, jejichž přítomnost nebyla zcela osvětlena, jako 
křemík, fosfor, fluor a dusík. Mohlo se jednat o nečistoty, jež se k hyaluronanu nebo sondě 
dostaly v průběhu veškeré manipulace s látkami (od výroby, přepravy až po přípravu vzorků 
v laboratoři). V případě dusíku se mohlo jednat o zastoupení na molekule merocyaninu 540, 
ale v takovém případě se očekávalo i zastoupení síry, jež na SEM objevena nebyla. 
Fluorescenční metody a elektroforetický rozptyl světla byly použitý i pro měření systémů 
s alginátem sodným a karboxymethylcelulózou namísto hyaluronanu. Oba biopolymery 
vykazovaly podstatně výraznější změny hodnocených parametrů a sondy se tedy v jejich 
případě navázaly na hydrofobní místa na řetězci ve větší míře. Nejvýrazněji pak fluorescenční 
sondy interagovaly s alginátem sodným. 
Závěrem lze konstatovat, že lyofilizační metoda se z hlediska podpory interakcí mezi 
nativním hyaluronanem a hydrofobními látkami jeví jako účinná. Práce poskytla první 
přehled o vlastnostech takto připravených systémů, jenž může vnést nové světlo do oboru 
vývoje cílených nosičových léčiv proti rakovině. 
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Následující práce bude směřovat k prohloubení znalostí o připravovaných systémech, 
případně zdokonalení postupu jejich tvorby. Zejména pak bude blíže zkoumána potenciální 
přítomnost TBA v lyofilizačním koláči. Budou provedeny experimenty s vyšším obsahem 
TBA ve směsi s vodou, ve které je fluorofor a polymer rozpouštěn před lyofilizačním krokem. 
Ty by měly přispět ke zhodnocení vlivu koncentrace TBA na konečný produkt. Důležitým 
experimentem bude analýza lyofilizačních koláčů pomocí plynové chromatografie s detekcí 
na plamenném ionizačním detektoru nebo hmotnostním spektrometru. Tato zařízení by díky 
své citlivosti mohla přinést reálnější data o přítomnosti TBA ve zkoumaných systémech. Dále 
budou provedena stanovení množství solubilizované sondy. Mimoto proběhne také příprava 
systémů s cytostatiky nebo vitamíny namísto fluorescenčních sond (některá cytostatika 
a vitamíny mají fluorescenční vlastnosti). Zajímavá data by pak mohlo přinést studium 
uvolňování hydrofobních látek ze systému, například s pomocí dialýzy. 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
7.1 Seznam zkratek 
Zkratka Význam 
UDP-GlcA uridindifosfo-glukoronová kyselina 
UDP-GlcNAc uridindifosfo-N-acetylglukosaminu 
UDP uridindifosfát 
CD44 receptor (Cluster of differentiation 44) 
RHAMM receptor (Receptor for hyaluronic acid mediated motility) 
TLR-4 receptor (Toll-like receptor-4) 
LYVE-1 receptor (Lymph vessel endothelial hyaluronan receptor-1) 
TSG-6 receptor (The product of tumor necrosis factor stimulated gene-6) 
TBA terc-butanol 
TCSPC Time-correlated single-photon counting 
CFD Constant fraction discriminator 
TAC Time-to-amplitude convertor 
PGA Programmable gain amplifier 
ADC Analog-to-digital convertor 
WD Window discriminator 
ELS elektroforetický rozptyl světla (Electrophoretic light scattering) 
LDV laserová dopplerova velocimetrie (Laser doppler velocimetry) 
CMC karboxymethylcelulóza 
DPH 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien 
EGA efluenční plynová analýza (Effluence gas analysis) 
FT-IR infračervený spektrofotometr s Fourierovou transformací 
SEM skenovací elektronový mikroskop 
EmPI emisní polaritní index 
ExPI excitační polaritní index 
REES Red edge excitation shift 
PI polaritní index 
7.2 Seznam symbolů 
Symbol Význam 
S0 základní stav molekuly s neuvedenou vibrační hladinou 
S0
X
 základní stav molekuly s vyšší vibrační hladinou 
S0
0
 základní stav molekuly se základní vibrační hladinou 
S0
1 základní stav molekuly s první excitovanou vibrační hladinou 
S0
2
 základní stav molekuly s druhou excitovanou vibrační hladinou 
S0
3
 základní stav molekuly s třetí excitovanou vibrační hladinou 
S1 první excitovaný singletový stav molekuly s neuvedenou vibrační hladinou 
S1
X
 první excitovaný singletový stav molekuly s vyšší vibrační hladinou 
S1
0
 první excitovaný singletový stav molekuly se základní vibrační hladinou 
S2 druhý excitovaný singletový stav molekuly s neuvedenou vibrační hladinou 
S2
0
 druhý excitovaný singletový stav molekuly se základní vibrační hladinou 
T1 první excitovaný tripletový stav molekuly s neuvedenou vibrační hladinou 
T1
X
 první excitovaný tripletový stav molekuly s vyšší vibrační hladinou 
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T1
0 první excitovaný tripletový stav molekuly se základní vibrační hladinou 
F kvantový výtěžek 
IF intenzita fluorescence 
IA intenzita absorbovaného světla 
kF rychlostní konstanta fluorescence 
ki rychlostní konstanta zářivých i nezářivých procesů 
Σ suma 
τ doba života fluorescence 
UE elektroforetická pohyblivost 
ζ zeta potenciál  
ε dielektrická konstanta 
f(Ka) Henryova funkce 
η viskozita 
Mw molární hmotnost 
c koncentrace 
λmax. vlnová délka při maximální intenzitě fluorescence 
